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第一章 序 論 
畜産業界における暑熱ストレスの影響 
世界人口は現在、劇的に増加している最中にあり、2100 年には 112 億人に達する予
測されている（United Nations Department of Economic and Social Affairs、2015 年）。これ
にともなう最大の懸念事項の一つとして、「食料不足」が挙げられている。このため、
主たるタンパク質供給源である畜産生産物を安定的かつ持続的に供給することは現在
の畜産学に課せられた大きな課題である。 
夏季の暑熱環境では、畜産物の生産性が低下することは古くから知られている。すな
わち、泌乳牛では乳量の低下や乳脂質や乳タンパク質などの乳組成成分の低下が引き起
こされ、肥育豚や繁殖豚では産肉量や分娩率が低下することが報告されている（Belhadj 
Slimen et al., 2016）。同様に、家禽産業においても、肉用鶏の産肉量の低下および採卵
鶏の産卵率の低下が引き起こされる（Azad et al., 2010; Belhadj Slimen et al., 2016）。アメ
リカでは、2003 年当時における暑熱による家禽生産の経済損失は 1.28~1.65 億ドルと算
出されており（St-Pierre et al., 2003）、「暑熱ストレス」が家禽産業に与えている負の影
響は非常に大きい。さらに、近年の地球温暖化により、2100 年には気温が約 1～3.7 °C
上昇することが予想されており（IPCC、第五次評価報告書、2014）、我が国の家禽産業
では 2060 年には産肉量が 15%以上低下する地域が拡大することが予想されている（山
崎ら、2006、図 1.1）。したがって、このような暑熱環境においても安定的に畜産物供
給を可能とするシステムの構築が必要とされている。 
現在に至るまで、暑熱ストレスによる鶏肉生産性の低下を制御する研究が広く行われ
ている。暑熱時に発生する典型的な生体反応として、呼吸性アルカローシス、酸化スト
レスや筋タンパク質分解亢進が挙げられ、この中で酸化ストレスは産肉量や肉質を低下
させる主要因の一つと多くの研究者が関心を寄せている。実際、夏季の家禽生産現場で
はビタミン E やビタミン C、ポリフェノール類（植物抽出物）などの抗酸化物質を飼料
に多く添加し、酸化ストレスによる鶏肉への影響を抑えようとしている。しかし、その
効果は暑熱ストレスを完全に抑止できるまでには至っていない。このことより、酸化ス
トレス以外の要素が暑熱ストレスの発生に大きく関わっていることが考えられるが、現
行の研究ではこの点を深く追究できていない。したがって、暑熱ストレスに対するより
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効果的な飼料制御法を確立するためには、暑熱時において産肉量低下が引き起こされる
分子メカニズムの解明が必要である。 
 
 
図 1.1 現在（2006年当時）、2020、2040、2060年における鶏肉の産肉量予測
（山崎ら、2006） 
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暑熱ストレスと筋タンパク質分解 
 畜産動物の成長は骨格筋タンパク質を如何に合成・蓄積するかにかかっている。した
がて、肉用鶏の暑熱ストレスの本質を理解する上で筋タンパク質分解代謝への着目は外
せない。タンパク質はその合成と分解の差によって蓄積量が決定され、この異化・同化
反応は様々な機構によって綿密に制御されている。興味深いことに、骨格筋ではタンパ
ク質合成が進めば分解は制御される一方で、分解が進めば合成が抑制される。Yunianto
ら（1997）の報告より、暑熱環境下のニワトリではタンパク質分解が亢進する一方でタ
ンパク質合成量が低下することで骨格筋量が低下することが示されている。このような
antagonistic crosstalk な関係性を示す筋タンパク質代謝は畜産領域にとどまらず、多くの
領域でも着目を集めている。例えば、加齢医学領域では、主に高齢者において長期的な
筋肉の不活動により、筋タンパク質分解亢進とタンパク質合成抑制が同時に生じ、筋量
低下や筋委縮を招くことが知られている。 
骨格筋タンパク質分解の誘導メカニズムの解明は家禽の暑熱ストレスの解明に向け
て非常に重要であるが、これまでに得られた知見はその解明にあたって十分に体系化さ
れているとは言い難い。暑熱時の筋タンパク質分解に関連するこれまでの知見の一つと
して、暑熱時のニワトリでは副腎皮質ホルモンであるコルチコステロン（CORT）の血
中濃度が増加し、筋タンパク質分解を促進することが報告されている（Yunianto et al., 
1997）。同ホルモンが筋タンパク質分解を誘導するという哺乳類の知見（Menconi et al., 
2008）を背景に、現在の家禽科学では暑熱時のニワトリの筋タンパク質分解も CORT の
分泌増加によると広く理解されている。しかしながら、この理解はあくまで暑熱時にお
いて CORT 分泌増と筋タンパク質分解亢進が同時に起きているとの現象論からの解釈
によるものであり、両者の関係性を詳細に明らかにした研究は皆無である。近年の研究
の進捗より筋タンパク質分解は、CORT や他の糖質コルチコイド以外にも、骨格筋の活
性酸素（ROS）（Li et al., 2003）や細胞内エネルギー代謝の変化（Baskin and Taegtmeyer, 
2011）、成長促進因子（Insulin-like growth factor I： IGF-I）（Latres et al., 2005）やイン
スリンの血中濃度変化（Tesseraud et al., 2014）、腸管から血中への内毒素流入（Doyle et 
al., 2011）などによって制御されている可能性が実験動物をはじめとする哺乳動物で示
されている。暑熱ニワトリにおいても、骨格筋ミトコンドリア ROS（mitROS）産生量
が増加すること（Kikusato and Toyomizu, 2013）、血中内毒素濃度が増加すること
（Alhenaky et al., 2017）、肝臓の IGF-I 発現が低下すること（Okuyama et al., 2017）が明
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らかになっている。このため、これら因子の筋タンパク質分解への関与の可能性がある
が、その検証は行われていない。 
 
 
本研究の目的 
したがって、本研究では暑熱環境下のニワトリ骨格筋におけるタンパク質分解の誘導
因子の探索とその制御法の確立を目的として、まず、暑熱時の筋タンパク質分解への
mitROS およびコルチコステロンの関与についてニワトリ生体（第二章第一節）および
培養筋細胞（第二節および第三節）を用いて詳細に調べた。次に、上記二因子以外の筋
タンパク質分解候補因子、すなわちインスリン、IGF-I、エネルギー代謝および内毒素が
暑熱時の筋タンパク質分解に関与するか否かを調べた（第三章）。その結果、暑熱時の
筋タンパク質分解は血中のインスリン濃度低下、ならびに筋 mitROS の過剰産生によっ
て引き起こされる可能性が示された。最後に、それら因子を有効的に制御しうると考え
られたグルタミンおよびグルタミン酸（Gln/Glu）の飼料への同時添加が暑熱時の筋タン
パク質分解に対する抑制効果を調べた（第四章）。 
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第二章 暑熱時の骨格筋タンパク質分解における        
コルチコステロンと活性酸素の関与 
第一節 ニワトリ生体を用いた筋タンパク質分解の時系列解析    
およびコルチコステロンと活性酸素の関与の調査 
 
【背景および目的】 
 細胞内には、主に、リソソーム系、カルパイン系およびユビキチンプロテアソーム系
の 3 つのタンパク質分解システムが存在する。標的タンパク質はリソソーム系タンパク
質分解システムでは小胞に取り込まれカテプシン B などのプロテアーゼによって分解
され、カルパインシステムでは、μ-カルパインや m-カルパインなどによる限定分解を受
けペプチド片に切断される。一方、ユビキチンプロテアソーム系システムでは、まず、
標的タンパク質はユビキチン転移酵素などによってユビキチン化され、続いて、これを
認識した 26S プロテアソーム酵素複合体によって実質的な分解がなされる。哺乳動物を
用いた研究において、CORT および ROS は筋特異的ユビキチン転移酵素である Atrogin-
1 や MuRF1 の発現を増加させることでユビキチンプロテアソーム系を活性化させ、筋
タンパク質を分解することが示されている（Menconi et al., 2008、Li et al., 2003）。Atrogin-
1 や MuRF1 は絶食等のストレス負荷時のタンパク質分解のキーファクターとなってい
ることも考え合わせると、これら転移酵素の発現増加が暑熱ニワトリの筋タンパク質分
解誘導に重要な役割を果たし、また、その発現増加に CORT および mitROS が関与する
との仮説が考えられた。そこで、本節では、上述の仮説を検討するため、暑熱ニワトリ
における血中 CORT 濃度、筋タンパク質分解関連因子を経時的に測定し、さらに同分解
因子が増加したタイミングの骨格筋 mitROS 産生量を測定した。 
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【材料および方法】 
動物実験 
0 日齢肉用鶏雄（Ross strain、 Gallus gallus domesticus）を孵化場（松本鶏園）より入
手し、幼雛用バタリーで 14 日間飼育した。その後、鶏を平均体重が同じになるよう、
2 つの区（対照区および暑熱区）に分け、個別のワイヤーケージに移動した。25 日齢時
において、対照区の鶏はこれまで同様 24 °C 環境下で飼育し、暑熱区の鶏に対しては飼
育部屋の温度を 1 時間につき 1 °C ずつ上昇させ、33 °C 暑熱感作を行った。いずれの期
間中も、鶏は連続照明下で飼育し、水ならびに飼料は自由摂取とした。飼料は、表 2.1.1
に示す組成の標準的な肉用鶏用飼料を給餌した。温度上昇開始時から 0、0.5、1 および
3 日後、鶏を放血屠殺し、血液および浅胸筋を採取した。血液から遠心により血漿を回
収し、浅胸筋は液体窒素を用いてパウダリングし、解析まで-80 °C で保存した。なお、
本実験を含む全ての動物実験は東北大学動物実験専門委員会の承認を得た後、実施した。 
表 2.1.1 飼料組成表 
原料 配合割合（％） 
トウモロコシ 53.18 
大豆粕 37.35 
大豆油 5.00 
炭酸カルシウム 1.03 
リン酸水素カルシウム 1.75 
塩化ナトリウム 0.60 
ビタミン混合物 0.40 
ミネラル混合物 0.40 
メチオニン 0.25 
塩化リジン 0.04 
粗タンパク質（％）※ 21 
代謝エネルギー（kcal/kg）※ 3100 
※日本飼料標準（2009）を基に算出 
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血漿中 3-メチルヒスチジン含量の測定 
 本試験では、骨格筋タンパク質分解速度の指標として血漿中 3-メチルヒスチジンを
定量した。3-メチルヒスチジンは筋線維タンパク質の特異的ヒスチジン残基がメチル化
されることにより生じるアミノ酸である。同アミノ酸はタンパク合成には利用されず、
血液中に放出され、腎臓を経て排出される（Young et al., 1972）。本試験では、Kamizono
ら（2015）の方法に準じて 3-メチルヒスチジンを定量した。まず、血漿サンプルに 6%
スルホサリチル酸を添加して、血漿中のタンパク質を除いた後、強酸性型陽イオン交換
樹脂（Bio-Rad #143-5451）を充填したミニカラム（アシスト #CC.07）にサンプルを添
加し、0.2 M ピリジン溶液を流し、酸性および中性アミノ酸を除去した。除去後、1 M
ピリジン溶液を流し、3-メチルヒスチジンを含む塩基性アミノ酸を溶出させた。溶出し
たサンプル中のピリジンをロータリーエバポレーターで除去し、乾固したサンプルに移
動相溶液（2.7 mM 1-オクタンスルホン酸ナトリウム、20mM KH2PO4、pH 4.3）を添加し
た。溶解したサンプル中の 3-メチルヒスチジン含量は高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）を用いて測定した。検出溶液は、ο-フタルアルデヒド溶液（12 mM  ο-フタル
アルデヒド、26 mM メルカプトエタノール、0.12 M メタノール、0.4 M ホウ酸緩衝液、
pH 10.6）およびホルムアルデヒド溶液（0.67 M ホルムアルデヒド、0.4 M ホウ酸緩衝
液、pH 10.6）を使用した。HPLC の分析条件は以下の通りである。3-メチルヒスチジン
標準液のピーク面積より、サンプル中の同含量を算出した。 
 
HPLC分析条件 
・カラム  4.6 × 250 mm  （GL Sciences Inc. #ODS-80A） 
・カラム温度  50 °C 
・Flow rate  移動相     1.0 ml/min 
   ο-フタルアルデヒド溶液   0.5 ml/min 
   ホルムアルデヒド溶液   0.5 ml/min 
・検出波長  Ex: 365 nm, EM: 460 nm 
・Peak 時間  15 min 
・分析時間  20 min 
・Inject 量  3-メチルヒスチジン標準液（Wako #133-15811） 10 µl 
   サンプル     10 µl 
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浅胸筋における mRNA発現量の測定 
 筋肉組織からの総 RNA 抽出、cDNA 合成およびはリアルタイム RT-PCR は Kamizono
ら（2015）および Kikusato ら（2015a）の方法に準じて行った。TRIzol、クロロホルム、
イソプロパノールおよびエタノールを用いたフェノール/クロロホルム抽出法を用いて、
浅胸筋サンプルより RNA を抽出した。RNA サンプルに oligo （dT）＋ランダムプライ
マーミックス、10 mM dNTP（Clontech  #639125）および逆転写酵素（Thermo Scientific 
#28025-013）を添加し、RNA を鋳型とした cDNA を合成した。リアルタイム RT-PCR 法
により、cDNA から目的遺伝子の配列を選択的に増幅させた。各目的遺伝子の発現量は
18S ribosomal RNA の発現量で補正した。目的遺伝子の増幅に用いたプライマーは表
2.1.2 に示す。 
 
表 2.1.2 各遺伝子のプライマー配列 
Gene Primer sequence （5’-3’） Gene No. 
Atrogin-1 
Sense CCA ACA ACC CAG AGA CCT GT 
NM_001030956.1 
Antisense GGA GCT TCA CAC GAA CAT GA 
Proteasome 
C2 subunit 
Sense AAC ACA CGC TGT TCT GGT TG 
AF027978 
Antisense CTG CGT TGG TAT CTG GGT TT 
µ-Calpain 
Sense GGG CTA CAA ACT GAC CCA AA 
NM_001044672.1 
Antisense TAG GCA AAC ATG GTG AGC TG 
Cathepsin B 
Sense CAA GCT CAA CAC CAC TGG AA 
NM_205371 
Antisense TCA AAG GTA TCC GGC AAA TC 
FoxO1 
Sense ATT GAG CTG GCA AAA GTG CT 
NM_204328.1 
Antisense GCT GTC AAC ATG CCT CTC AA 
FoxO3 
Sense CGT TGT CAG TCT GAA TGT GGG G 
XM_001234495.3 
Antisense GAC AGC AGA TTT GGC AAA GGG 
18S 
Sense TAG ATA ACC TCG AGC CGA TCG 
AF173612.1 
Antisense GAC TTG CCC TCC AAT GGA TCC 
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ウエスタンブロッティングによるタンパク質発現量の測定 
 Atrogin-1 のタンパク質発現量はウエスタンブロッティング法を用いて測定した。す
なわち、約 100mg の骨格筋サンプルを Protease Inhibitor Cocktail （Roche #11836153001）
を含む RIPA buffer（CST #9806）でホモジナイズし、さらに超音波破砕を行った。その
後、10,000 g、4 °C で 10 分間遠心し、上清を回収した。この上清と等量の 2 × SDS 
buffer（0.125M Tris-HCl （pH 6.8）、4% SDS、10% Glycerol、0.002% Phenol Red および
100 mM DTT を含む）を混合し、95 °C で 5 分間インキュベートし、ウエスタンブロッ
ティング用のサンプルとした。なお、SDS 化を行う前のサンプルのタンパク質濃度を
BCA 法で測定し、SDS 化サンプルのタンパク質濃度を算出した。 
 10 μg 等量の SDS 化サンプルを電気泳動し、PVDF 膜に転写した。5% Skim milk でブ
ロッキングし、一次抗体（Atrogin-1: LifeSpan BioSciences、LS-C456707、 Vinculin: Sigma、 
#V4505）で約 16 時間、二次抗体（Mouse IgG: CST、 #7076S）で 1 時間の抗体反応を行
った。その後、HRP 発色試薬（Nakalai Tesque #02230-30）を用いて発色させ、Versa Doc 
（Bio-rad）を用いて撮影した。タンパク質量発現はソフトウェア Quantity One を用いて、
発色強度を算出し、Atrogin-1 のタンパク質発現を Vinculin のそれで補正し、対照区を 1
とした場合の相対値で示した。 
 
血漿中コルチコステロン濃度の測定 
 血漿中のコルチコステロン濃度は市販 Corticosterone ELISA キット（Enzo life Sciences 
#ADI-900-097）を用いて定量した。実験操作はキット付属のマニュアルに準じた。まず、
抗ヒツジ IgG 抗体が結合した 96 well plate に、血漿サンプルあるいは付属標準液、およ
びコルチコステロンと共有結合するアルカリホスファターゼ、コルチコステロンポリク
ローナル抗体を添加した後、室温で 2 時間インキュベートした。その後、各 well を洗浄
し、キット付属の基質を加えた後、1 時間インキュベートし、コルチコステロン濃度と
反比例的に発色する黄色度を波長 405 nm で測定した。標準液の吸光度より、サンプル
中のコルチコステロン濃度（ng/ml）を算出した。 
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浅胸筋および血漿における過酸化脂質含量の測定  
組織中の過酸化脂質含量は Nanto ら（2015）の方法に準じて、過酸化脂質の分解生成
物であるマロンジアルデヒド（MDA）とチオバルビツール酸（TBA）の反応物として定
量した。サンプル中の MDA と TBA を酸性条件下において煮沸して反応させ、その反
応産物の赤色度を波長 532 nm で測定した。マロンジアルデヒドのモル吸係数 156,000 
M-1・cm-1を用いたサンプル中の同含量を算出し、組織重量当たりの値で示した（nmol/g 
wet tissue）。 
 
浅胸筋単離ミトコンドリアにおける活性酸素産生量の測定 
Kikusato and Toyomizu（2015）の方法に準じて、0.5 日間暑熱感作したニワトリの浅胸
筋からミトコンドリアを単離した。単離したミトコンドリアのタンパク質濃度はビシン
コニン酸法（BCA 法）を用いて測定し、ウシ血清アルブミン（BSA）を標準溶液として、
タンパク質濃度を算出した。ミトコンドリアスーパーオキシド産生量は Kikusato and 
Toyomizu（2015）の方法すなわち amplex® Red（Thermo Scientific #A12222）を用いて測
定した。具体的には、ミトコンドリア（0.5 mg/mitochondrial protein）を 38 °C の測定溶
液（80 mM KCL、50 mM Hepes, pH 7.2、1 mM EGTA、5 mM K2HPO4、5 mM MgCl2、0.3%
（w/v）脂肪酸除去 BSA、 0.1 μM ナイジェリシンおよび 1 μg/ml オリゴマイシン）で
インキュベートし、ここにスーパーオキシド産生を惹起させる 4 mM コハク酸あるい
は 10 mM グリセロール 3 リン酸を添加した。コハク酸はミトコンドリア研究において
広く用いられる呼吸基質であり（Kikusato and Toyomizu, 2013; Muller et al., 2008）、グリ
セロール 3 リン酸はグリセロール 3 リン酸デヒドロゲナーゼにより代謝されスーパー
オキシド産生を誘導する（Miwa et al., 2003; Mracek et al., 2014）。ミトコンドリアで発
生したスーパーオキシドをスーパーオキシドディスムターゼにより過酸化水素（H2O2）
へ変換した。発生した H2O2は 6 U/ml HRP および 50 µM amplex® Red を用いて共役反応
を用いて、蛍光反応生成物を励起/検出波長＝544/590 nm で検出した。市販の H2O2溶液
より得られた標準液を用いて、H2O2産生量（nmol H2O2/min/mg protein）を算出した。な
お、データは対照区の値を 1 とした際の相対値で表示した。 
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統計解析 
 全ての測定結果は 5-8 の個々のサンプルからなる平均値±標準誤差で表した。また、
統計解析は各暑熱感作日数における対照区と暑熱区の 2 区間の比較で実施し、Student’s 
t 検定を行った。また、いずれの有意差判定においてもその閾値は 0.05 未満とした。 
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【 結 果 】 
暑熱感作がタンパク質分解システムに与える影響 
図 2.1.1A より、血漿 3-メチルヒスチジン濃度は暑熱 0.5 日後および 1 日後には変化
が見られなかったが、暑熱 3 日後において有意に増加した。暑熱鶏の骨格筋における
Atrogin-1 の mRNA 発現量を調べた結果、同発現は暑熱 0.5 日後において有意に増加し
たが、この増加は暑熱感作 1 および 3 日後には認められなかった（図 2.1.1B）。Atrogin-
1 のタンパク質発現量は暑熱感作後 0.5 日後には有意な変化は認められなかったが、感
作 1 日後には有意に増加し、その増加傾向が 3 日後にも確認された（図 2.1.1C）。 
図 2.1.1. 暑熱環境下の肉用鶏における血中 3-メチルヒスチジン濃度（A）
と Atrogin-1の mRNA発現（B）およびタンパク質発現（C）の経時的変化 
Means ± SE, n = 5-8, *P < 0.05 compared to the control values at each time point. 
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Atrogin-1 とは対照的に、ユビキチン転移酵素である MurF-1 および 26S プロテアソ
ームのサブユニットである proteasome C2 subunit （ProC2）の mRNA 発現量は、いず
れの暑熱感作日数においても変化は見られなかった（図 2.1.2A および B）。さらに、
カルパイン系およびリソソーム系分解酵素である µ-calpain および cathepsin B の mRNA
発現量は、いずれの暑熱感作日数においても増加せず、µ-calpain の mRNA 発現量は暑
熱 1 日後において有意に低下した（図 2.1.1C および D）。 
 
 
図 2.1.2. 暑熱環境下の肉用鶏における 
各種筋タンパク質分解関連パラメーターの経時的変化 
A）浅胸筋 MuRF1 遺伝子発現量、B）浅胸筋 ProC2 遺伝子発現量、 
C）浅胸筋μ-Calpain 遺伝子発現量、D）浅胸筋 Cathepsin B 遺伝子発現量 
Means ± SE, n = 5-8, *P < 0.05 compared to the control values at each time point. 
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つづいて、Atrogin-1 の転写調節因子である FoxO1 および FoxO3 の mRNA 発現量を
調べた結果、FoxO1 の mRNA 発現量はいずれの暑熱感作日数においても変化しなかっ
た（図 2.1.3A）。一方、FoxO3 の mRNA 発現量は暑熱 0.5 日後において対照区に比べ、
増加傾向（P =0.09）を示したが、この増加は暑熱 1 日後および 3 日後では認められなか
った（図 2.1.3B）。 
 
 
図 2.1.3. 暑熱環境下の肉用鶏における FoxOファミリーの遺伝子発現量 
A）浅胸筋 FoxO1 遺伝子発現量、B）浅胸筋 FoxO3 遺伝子発現量 
Means ± SE, n = 5-8, *P < 0.05 compared to the control values at each time point. 
 
 
暑熱感作がコルチコステロンの血中濃度に与える影響 
 図 2.1.4.より、血漿コルチコステロン濃度は暑熱感作 0.5 日後において対照区に比べ
有意に増加したが、この増加は暑熱感作 1 日後および 3 日後では見られなかった。 
 
 
 
 
図 2.1.4. 暑熱環境下の肉用鶏
における血漿中コルチコステロ
ン濃度の経時的変化 
Means ± SE, n = 5-8,  
*P < 0.05 compared to the 
control values at each time point. 
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暑熱感作が酸化ストレスおよびミトコンドリア活性酸素産生に与える影響 
上記試験より、暑熱 0.5 日後において Atrogin-1 の遺伝子発現量が増加していたこと
から、この暑熱曝露時間における mitROS 産生量の変化を調べ、筋タンパク質分解にお
ける上記ラジカルの関与を検証した。ミトコンドリアスーパーオキシド産生の測定に際
しては、産生したスーパーオキシドが主にミトコンドリアマトリックスへ放出されるコ
ハク酸、および産生したスーパーオキシドがミトコンドリア膜間腔（その後、細胞質へ
放出）およびマトリックスへ放出されるグリセロール 3 リン酸を各々基質として用い
た。その結果、いずれの基質添加時においても骨格筋ミトコンドリアスーパーオキシド
産生量は暑熱 0.5 日後で対照区に比べ有意に増加した（図 2.1.5）。なお、浅胸筋 MDA
含量を測定した結果、暑熱 0.5 日後では対照区と有意差は認められなかったが、暑熱 1
日後および 3 日後では有意な増加を示し（図 2.1.6A）、暑熱 1 日後および 3 日後でもミ
トコンドリアスーパーオキシド産生量は上昇していることが推察される。一方、血漿
MDA 含量はいずれの暑熱感作日数においても変化は見られなかった（図 2.1.6B）。 
 
図 2.1.5. 暑熱ニワトリの 
骨格筋単離ミトコンドリア 
における mitROS産生量 
Means ± SE, n = 6,  
*P < 0.05 compared to the 
control values. 
 
図 2.1.6. 暑熱ニワトリにおける骨格筋（A）および血漿中（B）の MDA含量 
Means ± SE, n = 5-8, *P < 0.05 compared to the control values at each time point. 
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【 考 察 】 
 本試験より、血漿 3-メチルヒスチジン濃度は暑熱感作 3 日後において有意に増加し
たことから（図 2.1.1A）、暑熱感作により骨格筋タンパク質分解が亢進することが再確
認された。また、浅胸筋では、ユビキチンプロテアソーム系の構成因子であるユビキチ
ン転移酵素Atrogin-1のmRNA発現量が暑熱0.5日後において有意に増加し（図2.1.1B）、
そのタンパク質発現量は暑熱 1 日および 3 日後に増加した（図 2.1.1C）。その一方で、
Atrogin-1 を除く他の筋タンパク分解関連因子の mRNA 発現量には有意な増加は認めら
れなかったことから（図 2.1.2A-D）、暑熱感作時の筋タンパク質分解亢進は Atrogin-1 
発現増加にともなうユビキチン化促進によるユビキチンプロテアソーム系の活性化に
よってもたらされることが示された。加えて、暑熱感作 0.5 日後には Atrogin-1 だけで
なく FoxO3 mRNA 発現量も増加することが本試験より明らかになった（図 2.1.2B）。
ラットやマウスでは、筋委縮モデルにおいて FoxO3 をノックアウトすると Atrogin-1 発
現も抑制される（Milan et al., 2015）ことから、暑熱肉用鶏の骨格筋の Atrogin-1 mRNA
発現量の増加には FoxO3 の遺伝子発現増加が関与している可能性が考えられた。 
 ユビキチンプロテアソーム系はユビキチン化とプロテアソームによる分解の 2 つの
プロセスから構成される。本試験において、ProC2 の遺伝子発現量は変化していなかっ
たこと（図 2.1.1D）から、以下の 2 つの可能性が考えられる。まず一つ目は遺伝子発現
同様プロテアソームの活性は変化しておらず、ユビキチン化の促進がタンパク質分解亢
進の律速となっている可能性である。実際に、近年の研究ではプロテアソームの活性が
増加する際にサブユニットの遺伝子発現も増加することが報告されている（Kobayashi 
et al., 2004）。もう一つの可能性はプロテアソームの活性はサブユニットの転写とは非
依存的に増加していることである。これは、高温処理時の C2C12 細胞ではプロテアソ
ームの活性は増加するが遺伝子発現は増加しないとの Morita ら（1996）の報告からも
支持される。以上よりプロテアソームによる分解が活性化しているか否かはプロテアソ
ームサブユニットの遺伝子発現のみでは評価できず、プロテアソームの活性を調べる必
要がある。 
 血漿コルチコステロン濃度は Atorgin-1 および FoxO3 の mRNA 発現量が増加した暑
熱 0.5 日後において増加したこと（図 2.1.3）より、暑熱感作によるコルチコステロンの
分泌量増加が FoxO3 および Atrogin-1 の発現増加に関与し、タンパク質分解を亢進させ
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る可能性が示された。ラットやマウスではコルチコステロンが Atrogin-1 の発現増加を
介してタンパク質分解を亢進すること（Menconi et al., 2008）が報告されており、この現
象が暑熱下の肉用鶏でも引き起こされていると考えられる。なお、甲状腺ホルモンであ
る T3 も暑熱時のタンパク質代謝変動に関与すると考えられているため（Yunianto et al., 
1997）、本試験では暑熱時の血漿 T3 濃度の経時的変化についても調べた。その結果、
血漿中 T3 濃度はいずれの暑熱日数においても低下したが（図 S3）、Atrogin-1 mRNA 発
現量の変化とパラレルな変化が認められなかったことから、暑熱感作時の T3 分泌低下
は筋タンパク質分解には関連しないと推察される。 
 本試験より、FoxO3 および Atrogin-1 の発現増加と同時にミトコンドリアスーパーオ
キシド産生の増加も認められたこと（図 2.1.4）から、ミトコンドリアスーパーオキシド
もコルチコステロンと同様に FoxO3 あるいは Atrogin-1 の発現に影響をおよぼしている
可能性が考えられる。ミトコンドリアにおいて、発生したスーパーオキシドは膜間腔に
放出されると外膜タンパク質 VDAC を通って細胞質側に移動できるが、ミトコンドリ
アマトリックス内に放出されたスーパーオキシドは水溶性であるため、二重脂質膜であ
る内膜を通過できず、核には到達しないため、FoxO3 および Atrogin-1 の転写には関与
できない。本試験ではコハク酸のみならずグリセロール 3 リン酸を基質として用いるこ
とで、ミトコンドリア外に放出されるスーパーオキシド産生の量的変化を調べた。その
結果、グリセロール 3 リン酸を添加した際のミトコンドリアスーパーオキシド産生量は
コハク酸添加時と同様に増加し、ミトコンドリアスーパーオキシド産生は FoxO3 や
Atrogin-1 の発現に関与する可能性が示唆された。 
 以上の結果より、暑熱環境下の肉用鶏における筋タンパク質分解には Atrogin-1 の
mRNA 発現増加によるユビキチン化の促進が重要な役割を果たし、同酵素の発現増加
はコルチコステロンあるいはミトコンドリア ROS 産生量が FoxO3 の mRNA 発現増加
を誘導することによって引き起こされる可能性が考えられた。  
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第二節 ニワトリ培養筋細胞を用いた高温培養時の活性酸素産生が  
筋タンパク質分解に及ぼす影響の検証 
 
【背景および目的】 
 前節で行った in vivo 試験より、暑熱時のニワトリ骨格筋におけるタンパク質分解亢
進には Atrogin-1 発現誘導によるユビキチンプロテアソーム系タンパク質分解の活性化
が関与し、さらにその発現誘導には CORT の分泌増加および筋 mitROS の過剰産生の片
方あるいは両方が関与している可能性が示された。細胞において、ROS は主にミトコン
ドリア内で酸素分子が一電子還元されて生じる、スーパーオキシド（O2・－）を第一産物
として産生される。通常、ミトコンドリアにおいて産生された O2・－は、Mn 依存性スー
パーオキシドディスムターゼ（Mn-SOD）によって過酸化水素に変換され、さらにヒド
ロキシラジカルが連鎖的に生じる。ROS がタンパク質分解を誘導することを示したこ
れまでの報告（Li et al., 2003; McClung et al., 2009; Nakashima et al., 2004a）では、過剰量
の過酸化水素を培養細胞に添加する試験、すなわち外因性の ROS とタンパク質分解の
関係を調べたものがほとんどであり、そのような実験系ではニワトリ体内の生理条件を
模倣できているかは疑問が残る。 
暑熱感作時のニワトリの体温増加を想定としたニワトリ筋細胞の高温培養モデルで
は、内因性の ROS 産生量が増加し細胞タンパク質量が低下すること（Kikusato et al., 
2015b）、ならびにタンパク質分解酵素の活性が上昇すること（Nakashima et al., 2004b）
が報告されている。したがって、本節では、このニワトリ筋細胞の高温培養モデルを用
いて、内因性の ROS が筋タンパク質分解を引き起こすか、ならびにそれに Atrogin-1 発
現が関与するかを調べ、暑熱時の骨格筋 mitROS と筋タンパク分解の関係を精査するこ
とを目的とした。 
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【材料および方法】 
鶏骨格筋細胞の培養 
当研究室における鶏骨格筋初代培養細胞系（Kikusato et al., 2015b）に準じて、鶏骨格
筋細胞の培養を行った。0 日齢肉用鶏雄の浅胸筋から筋肉を単離し、コラゲナーゼ（1 
mg/ml）（Wako #034-10533）およびディスパーゼ（1000 U/ml）（Wako #383-02281）を
混合した酵素消化液で 37 °C、20 分間インキュベートし、筋細胞を調整した。筋細胞を
遠心分離により回収し、1.5 × 105 U/L penicillin and 0.15 g/L streptomycin（Thermo #15140-
122）および 10% fetal bovine serum（FBS） （Thermo #26140-079、Lot no. 1184894）を
含む基礎培地（80% Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM）、20% Medium-199）
で再懸濁した。筋細胞懸濁液を φ90 mm-dish に移し繊維芽細胞を吸着させ、吸着してい
ない細胞を筋細胞として回収した。その後、細胞を Type I-coated φ90 mm-dish に 22,000 
cells/cm2となるように播種し、5% CO2、37 °C で培養した。約 48 時間後、0.1% Trypsin
溶液で細胞を剥離させ、Type I-coated 6-well microplate あるいは 24-well microplate に
45,000 cells/cm2となるように継代培養し、5% CO2、37 °C でサブコンフレントに達する
まで培養した。なお、動物実験は東北大学動物実験専門委員会の承認を得た後、実施し
た。 
 
 
筋細胞の高温培養 
サブコンフレントに達したニワトリ筋細胞を基礎培地で洗浄し、1 時間、3 時間および
6 時間の 41 °C 高温培養（対照温度条件：37 °C）した。20S プロテアソームのキモトリ
プシン様活性を阻害するため、Proteasome Inhibitor I（20 µM）（Merck Millipore、 #539160） 
（Figueiredo-Pereira et al., 1994）を使用した。同阻害剤を DMSO に溶解し、基礎培地に
0.1%となるように添加し、高温培養に供した。また、O2・－産生の阻害のため、ミトコン
ドリア膜透過性およびスーパーオキシドディスムターゼ様作用を有し（Krishna et al., 
1996）、O2・－捕捉剤として機能すること（Laight et al., 1997）が報告されている、4-Hydroxy 
Tempo（Tempol）を用いた。水溶性である Tempol は 5 mM となるように FBS を含む基
礎培地に溶解し、高温培養前の 1 時間前培養した。 
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ミトコンドリア O2・－産生量測定 
ミトコンドリア ROS の第一産物である O2・－は（Kikusato et al., 2015b）の方法に準じ
て、MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator（MitoSOX）（Life Technologies 
#M36008）を用いて測定した。同蛍光プローブは細胞透過性およびミトコンドリアへの
選択性を有するため、ミトコンドリア内の O2・－により酸化され、蛍光を発する。その
励起/検出波長がそれぞれ 510/590 nm の蛍光強度を測定した。また、MitoSOX はフェノ
ールレッドやアミン化合物と反応性を示すため、測定用培地はそれらを含まない Hanks' 
Balanced Salt Solution （HBSS）を用いた。なお、ミトコンドリア内 O2・－産生量は、ウ
ェルあたりの蛍光強度を、タンパク質量を細胞数の指標として補正することで算出した。 
 
細胞質 ROS産生量測定 
 細胞質 ROS 産生量は（Kikusato et al., 2015b）の方法に準じて、5-（and-6）-chloromethyl-
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester （CM-H2DCFDA） を用いて測定した。
同蛍光プローブは、H2O2、ヒドロキシラジカルなど様々な ROS と反応し、蛍光を発する
ROS 指示薬であり、細胞膜透過性を持つ。また、CM-H2DCFDA はフェノールレッドや
アミン化合物と反応性を示すため、測定用培地はそれらを含まない HBSS 培地を用い
た。なお、細胞内 ROS 産生量は、ウェルあたりの蛍光強度を、タンパク質量を細胞数
の指標として補正することで算出した。 
 
タンパク質量測定 
 細胞タンパク質量は micro-bicinchoninic acid（microBCA）法を用いて決定した。スタ
ンダードには BSA を用いた（Kikusato et al., 2015b）。 
 
mRNA発現解析 
第二章第一節に記した方法に準ずる。 
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統計解析 
全ての測定結果は 5-9 の個々のサンプルの平均値±標準誤差で表す。対照区および高
温区の 2 区間の比較では Student’s t-test を用いて、阻害剤などを用いた多区間の比較で
は Tukey-Kramer 多重比較検定を用いて統計解析した。また、いずれの統計解析におい
ても有意差の閾値は 0.05 未満とした。 
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【 結 果 】 
高温培養がタンパク質分解システムに与える影響 
まず高温培養時における細胞タンパク質量の変化を調べた。図 2.2.1A より、高温培
養時のタンパク質量は 1 時間後には変化は見られなかったが、3 時間および 6 時間後に
は 37 °C対照条件区に比べて有意に低下した。さらに、この高温培養 6時間後における細胞
タンパク質量の低下はプロテアソーム阻害剤の添加により対照区と同等の値まで回復した（図
2.2.1B）。なお、対照区の細胞にプロテアソーム阻害剤を添加しても、細胞タンパク質量に有
意な変化は認められなかった（図 2.2.1B）。したがって、高温培養時の細胞タンパク質量の低
下はユビキチンプロテアソーム系のタンパク質分解システムによって引き起こされていることが
示された。 
 
図 2.2.1 高温培養が細胞タンパク質量に与える影響 
A）タンパク質量の経時的変化、 
B）プロテアソーム阻害剤添加時の高温培養 6時間後における細胞タンパク質量 
Means ± SE, n = 4-9, *P < 0.05 compared to the control values, 
abP < 0.05; different letters are statistically different. 
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つづいて、ユビキチンプロテアソーム系の構成因子の遺伝子発現量を調べた。図 2.2.2Aに
示すように、Atrogin-1 の mRNA 発現は高温培養 1 時間後において有意に増加したが、その
後時間共に次第に低下していき、高温培養 6 時間後にはむしろ有意に低下した。MuRF-1 
mRNA 発言は高温培養 1 時間後に有意に増加したが、それ以降この増加は認められなかっ
た。（図 2.2.2B）。しかし、ProC2 mRNA発現量にはいずれの高温培養時簡においても変化は
認められなかった（図 2.2.2C）。また、本試験では、カルパイン系およびリソソーム系に関連す
る酵素である Cathepsin B および µ-calpain の mRNA 発現量も調べたが、これら発現量はい
ずれの高温培養時間においても有意な変化は認められなかった（図 2.2.2Dおよび E）。 
図 2.2.2 高温培養時のタンパク質分解システム関連因子の遺伝子発現量の経時的変化 
A）Atrogin-1遺伝子発現量、B）MuRF-1遺伝子発現量、C）ProC2遺伝子発現量、 
D）Cathepsin B遺伝子発現量、E）μ-Calpain遺伝子発現量 
Means ± SE, n = 4-6, *P < 0.05 compared to the control values. 
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さらに、本試験では、Atrogin-1 の転写に関与することが考えられた、FoxO3 の遺伝子発現
量も調べた。しかし、Atrogin-1 の発現増加が確認された高温培養 1 時間後において、FoxO3
の mRNA発現量に変化は認められなかった（図 2.2.3）。 
 
図 2.2.3 高温培養 1時間後に
おける FoxO3 遺伝子発現量 
Means ± SE, n = 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
高温培養が ROS産生に与える影響 
次に、Atrogin-1 発現の増加は認められた高温培養 1 時間後において、ROS 産生量は増
加するか否かを調べた。まず、細胞質内 ROS産生量は高温培養 1 時間後においては変化し
なかったが、3 および 6 時間後においては有意に増加した（図 2.2.4A）。一方、ミトコンドリア
O2
・－産生量は高温培養 1 時間後に有意に増加し、この増加は 6 時間後においても確認され
た（図 2.2.4B）。 
図 2.2.4 高温培養時の細胞質 ROS産生量（A）およびミトコンドリア O2・－産生量（B） 
Means ± SE, n = 4-6, *P < 0.05 compared to the control values. 
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高温培養時のミトコンドリア O2・－過剰産生を抑制した際のユビキチンプロテア
ソーム系タンパク質量への影響 
これまでの試験結果より、高温培養 1 時間後に増加するミトコンドリア O2・－産生が
Atrogin-1 の mRNA 増加を誘導し、ユビキチンプロテアソーム系を活性化させている可
能性が考えられた。なお、MurF-1 発現も高温培養により増加したが、前節の in vivo 試
験において、MurF-1 発現は変化しなかったことから、本試験では特に Atrogin-1 発現に
着目している。上述の可能性をさらに検証するため、膜透過性 O2・－捕捉剤 Tempol を添
加し、ミトコンドリア O2・－産生を抑制すると、Atrogin-1 の mRNA 発現量増加および細
胞タンパク質量の低下が抑制されるか否かを調べた。その結果、Tempol 添加は高温培
養 1 時間および 6 時間後におけるミトコンドリア O2・－産生量の増加だけに留まらず、
高温培養 1 時間後における Atrogin-1 の増加をも抑制した（図 2.2.5 および B）。また、
同添加は高温培養 1 時間後においてはタンパク質量に影響を与えなかったが、6 時間後
においてはタンパク質量の低下を回復させた（図 2.2.5C）。 
 
図 2.2.5 O2・－捕捉剤 Tmpを添加したニワトリ培養筋細胞を高温培養した場合における 
ミトコンドリア O2・－産生量（A）、Atrogin-1遺伝子発現量（B）、細胞タンパク質量（C） 
Means ± SE, n = 4-9, abP < 0.05; different letters are statistically different. 
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【 考 察 】 
 本試験では、高温培養時に過剰産生される ROS とタンパク質分解の関係性を阻害剤
等を用いて詳細に検証した。Kikusato ら（2015b）が報告した、高温培養時のニワトリ筋
細胞では細胞質 ROS 産生量が増加することならびに細胞タンパク質量が低下すること
を再確認し、さらに両反応は高温培養 1 時間後には生じず、3 時間および 6 時間後に確
認された（図 2.2.4A および図 2.2.1A）。また、高温培養 6 時間後の細胞タンパク質量は
プロテアソーム阻害剤を添加することにより完全に回復した（図 2.2.1B）ことより、高
温培養時の細胞タンパク質量はユビキチンプロテアソーム系の活性化によって誘導さ
れていることが示された。µ-Calpain、cathepsin B および ProC2 の mRNA 発現量はいず
れの高温培養によって変化しなかったが、高温培養初期（1 時間後）に Atrogin-1 mRNA
発現量が増加したこと（図 2.2.2）より、ニワトリ生体を用いた暑熱感作試験と同様に
Atrogin-1 の mRNA 発現増加に伴うユビキチン化の促進がユビキチンプロテアソーム系
の活性化において重要な役割を果たしている可能性が示された。しかし、Atrogin-1 と同
タイミングにおいて FoxO3 の mRNA 発現量が増加しなかったこと（図 2.2.3）から、高
温培養による Atrogin-1 発現増加には FoxO3 は関与せず、他のシグナル経路が関与する
ことが考えられた。 
高温培養時の Atrogin-1 の mRNA 発現増加に ROS が関与するかを調べたところ、高
温培養 1 時間後において細胞質 ROS 産生量ではなくミトコンドリア O2・－産生量が増加
したこと（図 2.2.4B）より、高温培養時にはミトコンドリア ROS の中でもが Atrogin-1
の mRNA 発現増加を誘導し、そしてユビキチンプロテアソーム系が活性化するという
仮説が考えられた。そこで、O2・－捕捉剤、Tempol 筋細胞に処理したところ、高温培養
時のミトコンドリア O2・－産生量および Atrogin-1 mRNA 発現量の増加ならびに細胞タ
ンパク質量の低下を抑制したこと（図 2.2.5）より、上記仮説の妥当性が実証された。 
ミトコンドリア O2・－産生量は高温培養 1 時間および 6 時間後に増加していたが、
Atrogin-1 の発現量は高温培養 1 時間後にのみ増加していた。この結果の矛盾には、抗
酸化酵素である Cu/Zn-スーパーオキシドディスムターゼ（SOD1）やサイトクロム c が
関与していると考えられる。これらの両酵素はミトコンドリアマトリックスに放出され
た O2・－を除去することはできないが、ミトコンドリア膜管腔に放出された O2・－を過酸
化水素もしくは水に変化する。これらの情報を基に考えると、高温培養 6 時間後には
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SOD1 やサイトクロム c の発現量もしくは酵素活性が増加しており、ミトコンドリア O2・
－が Atrogin-1 転写に与える影響をこれら酵素が打ち消した可能性が考えられる。しか
し、当分野では高温培養 6 時間後には SOD1 の発現が変化しないことを報告しているこ
とより、SOD1 の活性もしくはサイトクロム c の発現・活性が関与していることが考え
られる。 
なお、本研究では、37 °C を通常温度、41 °C を高温として、培養試験を行った。その
温度条件は過去の関連研究（Kikusato et al., 2015b; Nakashima et al., 2004b）を基にして決
定したが、ニワトリの体温が 41 °C であることを考えると、この温度条件には再考の余
地があると考えられる。しかしながら、本試験で観察した高温培養時の変化はいずれも
前節の In vivo 試験におけるそれと類似していることから、ニワトリの骨格筋は温度変
化を感知して ROS 産生とそれにともなうタンパク質分解を誘導していると考えられる。 
本節の結果より、暑熱環境下の肉用鶏における骨格筋では、ミトコンドリア ROS の
中でも O2・－の産生増加が Atrogin-1 mRNA 発現量増加ならびにユビキチンプロテアソ
ーム系の活性化に関与するが、これらの反応には FoxO3は関与しないことが示された。 
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第三節 ニワトリ培養筋細胞を用いた高温培養時における    
筋タンパク質分解におよぼすコルチコステロンの影響の検証 
 
【背景および目的】 
前節において、ニワトリ筋細胞における高温時の筋タンパク質分解は Atrogin-1 発現
増加にともなうユビキチンプロテアソーム系の活性化によることが示され、さらに
Atrogin-1 発現増加には mitROS 過剰産生が一つの誘導要因として関係していることが
実証された。第二章第一節の in vivo 試験では、暑熱時のニワトリでは mitROS 産生およ
び Atrogin-1 発現に加え、CORT の分泌量も同時間帯に増加することが明らかになって
いる。したがって、ニワトリ筋細胞に CORT を添加した場合において、Atrogin-1 発現
およびタンパク質分解に対する影響を調べ、同ホルモンと筋タンパク分解の関係性を明
確にすることができる。また、過去の研究において、CORT は mitROS や酸化ストレス
を誘導することが報告されていることを考えると、暑熱時の CORT 分泌増加が筋
mitROS 産生をもたらすことで、筋タンパク分解を引き起こしている可能性も考えられ
る。 
本試験にあたって、CORT の添加濃度は前節の動物試験で得られた生理状態時の
CORT 濃度を参考にした。CORT を含む糖質コルチコイド類に関する家禽研究では、同
ホルモンの筋タンパク質分解亢進因子としての作用を報告しているが（Nakashima et al., 
2016; Song et al., 2011）、それらに用いられている添加濃度はニワトリ生体とはかけ離
れた超生理的濃度である。第二章第一節で示された、ニワトリ血中 CORT 濃度は通常条
件かでは約 20 ng/ml、暑熱下でも 30 ng/ml である。このことを考慮に加え、本節では、
低濃度の CORT（10-30 ng/ml）を通常温度および高温培養時の培養筋細胞に添加した際
における、筋タンパク質分解におよぼす影響を調べた。 
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【材料および方法】 
 0 日齢肉用鶏からニワトリ筋芽細胞を単離・調製し、サブコンコンフルエントになる
まで培養した後、実験に供試した。筋細胞に CORT を添加し、通常温度環境および高温
環境において培養し、その後ミトコンドリア O2・－産生量、Atrogin-1 遺伝子発現量およ
び細胞タンパク質量を測定した（培養方法や上述のパラメーターの測定手法の詳細は第
二章第二節に記載）。 
 
コルチコステロンの処理 
 コルチコステロン（Wako、 #035-17584）はジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解
し、基礎培地と DMSO 濃度が 0.1 %となるように添加し、10~30 ng/ml となるように調
整した。サブコンフレントに達した筋細胞を基礎培地で洗浄し、コルチコステロン含有
基礎培地に切り替え、試験培養を行った。 
 
統計解析 
全ての測定結果は 5-9 の個々のサンプルの平均値±標準誤差で表す。全ての区の比較
では Tukey-Kramer 多重比較検定を用いて統計解析を行った。また、いずれの統計解析
においても有意差の閾値は 0.05 未満とした。 
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【 結 果 】 
通常温度環境下の筋細胞への低濃度コルチコステロン添加がユビキチンプロテ
アソーム系に与える影響 
まず、通常温度環境下において、CORT のタンパク質量に与える影響を調べた。その
結果、10~30 ng/ml の生理的条件に近い CORT を 1、6 および 24 時間処理しても、細胞
タンパク質量には何ら影響を与えなかった（図 2.3.1A）。また、CORT 処理 1 時間後に
おける Atrogin-1 の発現量はいずれの処理濃度においても有意な変化は見られなかった
（図 2.3.1B）。その一方で、CORT 処理 1 時間後の FoxO3 の mRNA 発現量は、10 ng/ml
添加区では増加傾向を示し、20 および 30 ng/ml 添加区では有意に増加した（図 2.3.1C）。 
 
図 2.3.1 通常温度環境下のニワトリ筋細胞に対して低濃度 CORT処理した場合の 
細胞タンパク質量（A）、Atrogin-1遺伝子発現量（B）、FoxO3遺伝子発現量（C） 
Means ± SE, n = 6. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
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通常温度環境下の筋細胞へのコルチコステロン添加がミトコンドリア ROS 産生
に与える影響 
つづいて、CORT 添加した場合における mitROS 産生量の変化を調べた。その結果、
図 2.3.2A より、CORT 処理 1 時間後のミトコンドリア O2・－産生量は 10 ng/ml 区におい
て対照区に比べ、むしろ有意に低下したが、20 および 30 ng/ml 区では変化は見られな
かった。また、CORT 処理 6 および 24 時間後のミトコンドリア O2・－産生量はいずれの
添加濃度においても変化は見られなかった（図 2.3.2B および C）。 
 
図 2.3.2 通常温度環境下のニワトリ筋細胞に対する低濃度 CORTを添加した場合の 
mitROS産生量の変化 
A）1 h 処理後、B）6 h 処理後、C）24 h 処理後 
Means ± SE, n = 6. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
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高温培養時のニワトリ筋細胞への低濃度のコルチコステロン添加がタンパク質
分解システムおよびミトコンドリア O2・－産生およびに与える影響 
 通常温度環境の添加試験より、FoxO3 発現の増加が確認された 20 ng/ml の CORT を
高温培養試験に用いた。前節の結果を基に、まず 6 時間の高温培養時における細胞タン
パク質量におよぼす CORT 添加の影響を調べた。その結果、高温区で認められた細胞タ
ンパク質量の低下に対して、20 ng/ml の CORT 添加は何ら影響を与えなかった（図
2.3.3A）。さらに、高温培養 1 時間における Atrogin-1 遺伝子発現量を調べた結果、高温
区における同因子の有意な上昇が確認されたが、これに対しても CORT 添加は何ら影
響を与えなかった（図 2.3.3B）。なお、FoxO3 の発現量は 1 時間の高温培養では変化が
認められなかったが、CORT 添加により有意に増加することが認められた（図 2.3.3C）。 
 
図 2.3.3 高温環境下のニワトリ筋細胞への低濃度 CORTを添加した場合の 
ユビキチンプロテアソーム系タンパク質分解システムにおよぼす影響 
A）細胞タンパク質量、B）Atrogin-1 遺伝子発現量、C）FoxO3 遺伝子発現量 
Means ± SE, n = 6. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
- 33 - 
 
 これまでの結果より、低濃度の CORT 添加は Atrogin-1 発現や細胞タンパク質量に影
響をおよぼさないことが示された。本試験では、CORT 添加の他のタンパク質分解シス
テムへの影響を調べるため、Cathepsin B および μ-Calpain の遺伝子発現量も合わせて調
べた。その結果、これら発現に高温培養および CORT の添加による影響は認められなかった
（図 2.3.4Aおよび B）。 
 
 
 
 
図 2.3.4 高温環境下のニワトリ筋細胞への低濃度 CORTを添加した場合の 
リソソーム系およびカルパイン系タンパク質分解システムにおよぼす影響 
A）Cathepsin B 遺伝子発現量、B）μ-Calpain 遺伝子発現量 
Means ± SE, n = 6. 
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 高温および CORT処理時の mitROS産生を評価した。その結果、前節同様、高温培養 1時
間後において、mitROS 産生量は通常温度区と比べて有意に増加したが、ここに CORT を処
理しても、mitROS産生量にさらなる変化は認められなかった。また、本試験では、細胞内にお
いて、O2・－を H2O2 に変換する抗酸化酵素である SOD1 および 2 の遺伝子発現量も合わ
せて評価したが、両酵素の mRNA 発現量には、高温培養および CORT の添加の影響は
認められなかった。 
図 2.3.5 高温環境下のニワトリ筋細胞への低濃度 CORTを添加した場合の 
mitROS 産生量および抗酸化酵素発現におよぼす影響 
A）ミトコンドリア O2・－産生量、B）SOD1 遺伝子発現量、C）SOD2 遺伝子発現量 
Means ± SE, n = 6. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
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【 考 察 】 
 暑熱時のニワトリにおける CORT の過剰産生は骨格筋タンパク質分解と関連性があ
ると広く考えられてきた（Yunianto et al., 1997）。しかしながら、本節に示す通り、通常
温度ならびに高温培養時のニワトリ培養筋細胞に対して低濃度の CORT を添加しても、
タンパク質量およびAtrogin-1 mRNA発現量は変化しなかったこと（図2.3.1および2.3.3）
から、暑熱時のニワトリにおける CORT とユビキチンプロテアソーム系のタンパク質
分解には関連性がない可能性が強く示唆された。また、カテプシン B やμ-Calpain の
mRNA 発現量にも変化が認められなかったこと（図 2.3.4）から、低濃度の CORT は他
のタンパク質分解システムにも影響を与えない可能性が示された。過去の研究において、
コルチコステロンは ROS 産生を誘導すると報告されていたため、本試験では、CORT 添
加時の mitROS 産生への影響も調べ、CORT と mitROS との筋タンパク質分解への相互
作用について検討した。しかし、SOD1 および 2 の mRNA 発現量、ならびにミトコンド
リア O2・－産生量に CORT による増加は認められなかった（図 2.3.2 および 2.3.5）。以
上の結果より、高温時のニワトリ培養筋細胞への低濃度 CORT の添加はタンパク質分
解システムおよび mitROS 産生に影響を与えないことが示された。 
その一方で、通常環境下および高温環境下において、FoxO3 の mRNA 発現量はコル
チコステロン添加により有意に増加し（図 2.3.1C および 2.3.3C）、これはマウス筋管細
胞へのコルチコステロン添加の実験結果（Kuo et al., 2016）と同様であった。このこと
から、本試験の培養試験におけるコルチコステロンの添加濃度は、ニワトリ筋細胞での
同ホルモンの役割を評価していく上で十分の添加量であることが推察される。本試験で
は、ニワトリ筋細胞の特にタンパク質代謝に関連するパラメーターについて調べたが、
今後このコルチコステロンの添加様式を他の細胞や筋細胞の他のパラメーターを調べ
るために用いることで、ニワトリにおけるコルチコステロンの真の生理的役割を明らか
にできるものとなると考えられる。 
したがって、高温培養時のニワトリ培養筋細胞への低濃度 CORT の添加は、タンパク
質分解システムやmitROS産生には影響を与えないことが示された。前節までのmitROS
が暑熱時の筋タンパク質分解の誘導因子となることと考え合わせると、暑熱時の筋タン
パク質分解の亢進には、CORT の分泌増加ではなく、mitROS の過剰産生が関与するこ
とが示された。  
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第三章 エネルギー代謝状態やインスリン、IGF-I、内毒素が  
暑熱時の骨格筋タンパク質分解におよぼす影響の検討 
 
【背景および目的】 
 前章では、暑熱時の筋タンパク質分解における CORT および mitROS に着目し、両因
子の作用を検証した。序論で述べたように、筋タンパク質分解には CORT や mitROS の
他にも内毒素やエネルギー代謝状態やインスリン、IGF-I、の変化も関与していることか
ら、暑熱ニワトリにおけるこれらの変化の有無を明らかにすることにより筋タンパク質
分解亢進メカニズムをより深く理解することが可能となる。これまでの研究より、骨格
筋のタンパク質代謝において、内毒素はAtrogin-1発現を正に制御し（Doyle et al., 2011）、
また、細胞内のエネルギー（代謝）状態が変動し ATP 量が低下すると AMPK がリン酸
化されると同様に Atrogin-1 発現が誘導される（Baskin and Taegtmeyer, 2011）。また、
インスリンと IGF-I は Akt/FoxO1 のリン酸化を介して Atrogin-1 発現を負に制御するこ
とが明らかにされている（Latres et al., 2005; Tesseraud et al., 2007）。暑熱時において、
これら因子の変動を明らかにすることができれば Atrogin-1 を介した筋タンパク分解メ
カニズムをさらに深く理解でき、さらに真の影響因子の発見にもつながると考えられる。
暑熱時の筋タンパク質分解の中核因子である Atrogin-1 発現誘導におよぼす上記因子の
変動の影響を作業仮説としてまとめると図 3.1 のように示される。本章では、暑熱時の
Atrogin-1 発現増加が認められた暑熱 0.5 日後におけるエネルギー代謝状態やインスリ
ン、IGF-I、内毒素の変動を調べた。 
図 3.1 暑熱時の筋 Atrogin-1発現増加メカニズムの作業仮説 
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【材料および方法】 
 22 日齢肉用鶏を 34°C 暑熱感作し、温度上昇開始 0.5 日後において、浅胸筋および血
漿を採取した。その後、浅胸筋サンプルを用いて、Atrogin-1 mRNA 発現量を測定した
（飼育方法および実験手法の詳細は第二章第一節に記載）。 
 
 
内毒素、インスリンおよび IGF-Iの血漿中濃度の測定 
 血漿中の内毒素、インスリンおよび IGF-I濃度は市販 ELISAキット（それぞれLONZA 
#00190166、My BioSource #MNS701713、CUSABIO #CSB-E09867Ch）を用いて定量した。
実験操作はキット付属のマニュアルに準じた。 
 
 
ウエスタンブロッティングによるタンパク質リン酸化割合の測定 
 Akt、FoxO1 および AMPK のリン酸化修飾割合はウエスタンブロッティング法を用い
て測定した。実験手法は第二章第一節に準ずる。なお、抗体の製品情報は以下の表 3.1
の通りである。 
 
表 3.1. 実験に用いた抗体情報 
標的タンパク質 製品情報 抗体由来 分子量 (kDa) 
Akt CST, #9272S Rabbit 60 
P-Akt (S473) CST, #9271S Rabbit 60 
FoxO1 CST, #9454S Rabbit 78-82 
P-FoxO1 (S256) CST, #9461S Rabbit 82 
AMPK CST, #2532S Rabbit 62-64 
P-AMPK CST, #2537S Rabbit 62-64 
Vinculin Sigma, #V4505 Mouse 116 
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ガスクロマトグラフィー質量分析器（GC-MS）を用いたメタボローム解析 
 暑熱時の骨格筋内における細胞内代謝物質濃度を GC-MS を用いて相対定量した。す
なわち、約 40 mg の骨格筋サンプルを 500 μg/ml のイソプロピルリンゴ酸（メタノール
に溶解）でホモジナイズした。その後、250 μl の超純水を添加し、混和したサンプル 600 
μl と 400 μl のクロロホルムを混合した。15,000 rpm、4 °C で 15 分間遠心し、さらにそ
の上清を 3 kDa Centrifugal Filters （Merck Millipore #UFC500396）を用いて、15,000 rpm、
4 °C で 90 分間遠心し、親水性の低分子代謝物の抽出を行った。その後、遠心エバポレ
ーターおよび凍結乾燥機を用いて、サンプルを乾固した。20 mg/ml メトキシアミン塩
酸塩溶 （Sigma Aldrich, #226904）および N-methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide （GL-
Sciences、 #1022-11061）を用いて代謝物を誘導体化し、キャピラリーカラム （GL 
Sciences、 InertCap™ 5MS/NP）を装着した GC-MS （Shimadzu、 QP2010SE）で測定し
た。 
 GC-MS で得られたデータからの代謝物の同定を MS-DIAL ソフトウェアを用いて行
った。代謝物の面積値は内部標準（イソプロピルリンゴ酸）の面積値で補正し、さらに
ホモジナイズ時の組織重量で補正した。データは全て対照区との相対定量値で表した。 
 
GC-MS の分析条件 
インジェクション量   1 μl 
スプリット比      5.0 
キャリアの流速     1.12 ml/min 
試料気化室の温度    230 °C 
イオン源温度      200 °C 
昇温条件        80 °C で 2 分間保持→毎分 15 °C 昇温→330 °C で 6 分保持 
検出          85~500 m/z のマススペクトルを 0.05 秒ずつ測定 
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骨格筋の解糖系関連酵素の酵素活性測定 
 解糖系の主な律速酵素であるヘキソキナーゼ（Hexokinase; HK）、ホスホフルクトキ
ナーゼ 1（Phosphofructokinase 1; PFK1）、ピルビン酸キナーゼ（Pyruvate kinase; PK）お
よび乳酸脱水素酵素（Lactate dehydrogenase; LDH）の活性測定は、（Hagopian et al., 2015）
を参考にして測定した。すなわち、約 100 mgの骨格筋サンプルを 10倍量の 10mM HEPES 
buffer （250mM Sucrose、100mM KCL、0.5mM EDTA、10% Glycerol および 20mM DTT
を含む（pH 7.4））でホモジナイズし、10,000 g、4 °C で 10 分間遠心分離した。その上
清と基質および反応酵素を反応させ、NADH の吸光度を 340 nm で毎分 10 分間測定し
た。その後、吸光度の傾きと NADH のモル吸光係数を用いて酵素活性を算出した。な
お、タンパク質濃度は BCA 法を用いて測定した。 
 
 
統計解析 
全ての測定結果は 6 の個々のサンプルの平均値±標準誤差で表す。対照区および暑熱
区の 2 区間の比較では Student’s t-test を用いて統計解析した。また、いずれの統計解析
においても有意差の閾値は 0.05 未満とした。 
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【 結 果 】 
暑熱 0.5日後における筋 Atrogin-1発現と血漿中内毒素濃度の変化 
 暑熱 0.5 日後の肉用鶏における筋 Atrogin-1 の遺伝子発現量は、対照区と比較して有
意に増加した（図 3.2A）。この結果は、第二章第一節の結果と同様であった。この Atrogin-
1 発現に内毒素濃度の変化が関与するか否かを検討するため、血漿中内毒素濃度を測定
したが、同ニワトリの血中内毒素濃度に変化は認められなかった（図 3.2B）。 
 
 
 
図 3.2 暑熱 0.5日後の肉用鶏における 
筋 Atrogin-1遺伝子発現量（A）および血漿中内毒素濃度（B） 
Means ± SE, n = 6, *P < 0.05 compared to the control values. 
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暑熱 0.5日後における骨格筋内エネルギー代謝状態の変化 
 つづいて、暑熱時の Atrogin-1 の発現誘導への細胞内エネルギー代謝状態の関与を検
証するため、暑熱 0.5 日後の骨格筋の AMPK のリン酸化割合を調べた。その結果、その
割合に暑熱感作による影響は認められなかった（図 3.3）。また、細胞内エネルギー代
謝状態も評価するため、解糖系関連酵素の酵素活性およびグルコース酸化に関連する代
謝物濃度を測定した。解糖系の関連酵素のうち、HK の酵素活性は暑熱感作により有意
に低下したが（図 3.4A）、その他の PFK1、PK および LDH の酵素活性に有意な変化は
認められなかった（図 3.4B-D）。さらに、メタボローム解析において、ピルビン酸を除
く解糖系や TCA サイクルの中間代謝物の濃度に変化は認められなかった（図 3.4E およ
び F）。 
 
図 3.3 暑熱 0.5日後における骨格筋 AMPKのリン酸化割合の変化 
A）リン酸化 AMPK 量、B）AMPK 量、C）AMPK のリン酸化割合 
Means ± SE, n = 6. 
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図 3.4 暑熱 0.5日後の骨格筋におけるエネルギー代謝状態の変化 
A）HK 活性、B）PFK-1 活性、C）PK 活性、D）LDH 活性、 
E）解糖系関連代謝物濃度、F）TCA サイクル関連代謝物濃度 
Means ± SE, n = 6, *P < 0.05 compared to the control values. 
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 さらに、本試験では、エネルギー代謝に関与する酵素の遺伝子発現も調べた。その結
果、グルコース輸送体の GLUT1 の mRNA 発現量は、暑熱感作により有意に低下し（図
3.5A）、ピルビン酸酸化を抑制する PDK4 の mRNA 発現量は有意に増加した（図 3.5B）。
また、脂肪酸の細胞内への輸送に関与する CD36 の mRNA 発現量は暑熱により有意に
増加した（図 3.5C）。しかし、その脂肪酸のミトコンドリア内への輸送に関与する CPT1
および β 酸化経路の酵素である ACO の mRNA 発現量に暑熱感作による変化は認めら
れなかった（図 3.5D および E）。 
図 3.5.暑熱 0.5日後の骨格筋におけるエネルギー代謝関連因子の遺伝子発現量 
A）GLUT1 遺伝子発現量、B）PDK4 遺伝子発現、C）CD36 遺伝子発現量、 
D）CPT1 遺伝子発現量、E）ACO 遺伝子発現量 
Means ± SE, n = 6, *P < 0.05 compared to the control values. 
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暑熱 0.5 日後におけるインスリンおよび IGF-I の血中濃度とその下流シグナル
の変化 
 つづいて、筋 Atrogin-1 発現誘導への IGF-I およびインスリンの関与の有無を検討し
た。血中 IGF-I 濃度は暑熱 0.5 日で変化は認められなかった一方で（図 3.6A）、インス
リン濃度は有意に低下することが認められた（図 3.6B）。このことから、暑熱 0.5 日後
における血中インスリン濃度の低下が筋 Atrogin-1 発現を誘導している可能性が示され
た。さらに、本試験では、インスリンシグナル伝達の中核を担う Akt および FoxO1 の
リン酸化状態を測定した。まず、Akt タンパク質発現量は暑熱感作による変化は認めら
れなかったが、リン酸化 Akt 発現量は暑熱感作により有意に低下し、また、リン酸化割
合も有意に低下した（図 3.7）。FoxO1 タンパク質量およびリン酸化 FoxO1 発現量に変
化は認められなったが、FoxO1 のリン酸化割合を算出するとその値は暑熱感作により有
意に低下した（図 3.8）。 
 
図 3.6. 暑熱 0.5日後における血漿中 IGF-I（A）およびインスリン濃度（B）の変化 
Means ± SE, n = 6, *P < 0.05 compared to the control values.  
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図 3.7. 暑熱 0.5日後における骨格筋 Aktのリン酸化状態の変化 
A）リン酸化 Akt発現量、B）Akt発現量、C）Aktのリン酸化割合 
Means ± SE, n = 6, *P < 0.05 compared to the control values. 
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図 3.8. 暑熱 0.5日後における骨格筋 FoxO1のリン酸化状態の変化 
A）リン酸化 FoxO1発現量、B）FoxO1発現量、C）FoxO1のリン酸化割合 
Means ± SE, n = 6, *P < 0.05 compared to the control values. 
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【 考 察 】 
 本節では、暑熱 0.5 日後における筋 Atrogin-1 の発現誘導に内毒素、エネルギー代謝
状態、IGF-I およびインスリンが関与するか否かを検討した。その結果、暑熱 0.5 日後
では、Atrogin-1 の発現量は増加するが、血中内毒素および IGF-I 濃度に変化は認められ
ず、内毒素と IGF-I は暑熱時の Atrogin-1 発現誘導に関与しないことが示された。エネ
ルギー代謝状態に関して、転写関連因子である AMPK のリン酸化割合に変化は認めら
れなかった。さらに、解糖系関連酵素の酵素活性測定およびメタボローム解析において、
HK の酵素活性およびピルビン酸濃度を除いて、暑熱感作による影響は認められなかっ
た。以上のことから、暑熱初期段階の骨格筋では、エネルギー代謝の一部に変化はある
ものの、ATP 産生は維持されており、暑熱時の Atrogin-1 発現にエネルギー代謝状態も
関与しないことが示された。 
 その一方で、暑熱 0.5 日後におけるインスリンの血中濃度は有意に低下し、それと同
調して骨格筋 Akt および FoxO1 のリン酸化割合も有意に低下した。以上の結果より、
暑熱時の筋 Atrogin-1 発現の誘導にはインスリンの血中濃度の低下にともなう Akt およ
び FoxO1 の脱リン酸化が関与することが示された。これまで、暑熱時のインスリン濃
度に関する論文では、暑熱感作後の比較的早い時間にインスリン濃度の低下が観察され
ることが報告されており、本研究はそのインスリン濃度の低下が Atrogin-1 発現の誘導
に関与する可能性を示した初めての研究となった。 
 インスリンは骨格筋のグルコース取り込みを促進させるホルモンであるため、暑熱時
の血中インスリン濃度の低下がグルコースの取り込みにも影響を与えている可能性が
考えられる（図 3.9 に代謝経路を概説）。哺乳類におけるインスリン感受性がある GLUT4
がニワトリには存在しないが、過去の研究において、ニワトリ培養筋細胞にインスリン
を添加すると、GLUT1 および HK の mRNA 発現ならびに、グルコース取り込みが増加
することが報告されている（Kono et al., 2006）。本試験結果においても、暑熱 0.5 日後
における骨格筋 GLUT1 mRNA 発現量および HK 活性は有意に低下していたため、暑熱
時の血中インスリン濃度の低下が GLUT1 mRNA 発現および HK 活性を下方調節し、骨
格筋のグルコース取り込みを低下させている可能性が考えられる。しかしながら、その
グルコース取り込みの低下がその後の解糖系や TCA サイクルの代謝物濃度および解糖
系関連酵素の酵素活性に反映されていないことから、骨格筋内のグリコーゲンを分解し
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て代謝していることが考えられる。グリコーゲンはグルコース 6 リン酸に変換され、そ
の後解糖系に利用されるため、HK による代謝は受けずに解糖系を稼働させる。したが
って、暑熱時のインスリンの血中濃度の低下はグルコースの取り込みを低下させるが、
グリコーゲンを分解することで、エネルギー代謝を維持している可能性が考えられた。 
 インスリンは摂食量や血中グルコース濃度の変化によって、分泌調節がなされる。本
試験では、暑熱 0.5 日後の飼料摂取量に変化は認められなかったことから（付録、図 S1）、
暑熱時の血中インスリン濃度の低下は飼料摂取量や血中グルコース濃度による変化に
よるものではないことが考えられる。最近の研究では、インスリン分泌は膵臓内のカル
シウム濃度によっても調節されていることが明らかとなっており、暑熱時のインスリン
濃度の低下は膵臓の生理的変化によって引き起こされている可能性が考えられるが、こ
の点は今後の更なる研究が必要であろう。 
 本試験の結果より、暑熱時の Atrogin-1 発現の誘導には、骨格筋 mitROS の過剰産生
だけでなく、血中インスリン濃度の低下にともなう Akt および FoxO1 の脱リン酸化が
関与していることが示された。したがって、暑熱時の筋タンパク質分解を制御するため
には、mitROS と Akt シグナルをターゲットとした栄養制御戦略が必要であることが示
された。 
図 3.9. 細胞内におけるグルコースと脂肪酸の代謝経路の概説 
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第四章 暑熱時のグルタミン・グルタミン酸給与による     
タンパク質分解への抑制効果 
 
【背景および目的】 
 第二章の結果より、暑熱下のニワトリにおける Atrogin-1 発現およびこれにともなう
筋タンパク質分解には、CORT コルチコステロンの分泌増加ではなく、むしろ筋ミトコ
ンドリア活性酸素 mitROS の増加により Atrogin-1 発現およびタンパク質分解が引き起
こされる可能性が示された。さらに、第三章の結果より、暑熱時の Atrogin-1 発現の誘
導には、血中インスリン濃度の低下による Akt/FoxO1 の脱リン酸化も関与する可能性が
示された。これらのことを考え合わせると、暑熱時の筋タンパク質分解亢進を制御する
ためには、「インスリンの分泌低下による筋 Akt/FoxO1 の脱リン酸化」および「mitROS
の過剰産生」を同時に抑制することが重要であることが考えられた。本章では、上記の
制御点の双方に作用する可能性のある、グルタミン（Gln）およびその加水分解物であ
るグルタミン酸（Glu）に着目した。Gln は Akt シグナルを直接的に活性化し（Zhai et al., 
2015）、さらに Glu は強力な抗酸化ペプチドであるグルタチオン（GSH）の構成アミノ
酸である。骨格筋における GSH は組織内で合成するだけでなく、肝臓などで生成され
たものが血液を介して輸送される。しかし、鳥類では肝臓において、Gln の加水分解酵
素であるグルタミナーゼがほとんど存在しないため（Watford and Wu, 2005）、暑熱ニワ
トリの骨格筋への GSH 産生を効率的に引き起こすには Gln の単独給与ではなく、Gln
と Glu の同時給与が有効であると考えられる。したがって、Gln および Glu の同時給与
はインスリンシグナル伝達および酸化ストレスの両方を制御することで、暑熱時の筋タ
ンパク質分解の亢進を抑制できると考えられる。本試験では、これまでの暑熱時の筋タ
ンパク質分解の仮説誘導メカニズムの妥当性の検討とその制御を目的として、Gln およ
び Glu の同時給与が暑熱時の筋タンパク質分解を抑制するか否かを調べた。  
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【材料および方法】 
 これまでと同様に、3 週齢肉用鶏を暑熱感作した。基礎飼料（CP：21%、ME：3100 
kcal/kg；第二章第一節の飼料組成と同じ）に Glu および Gln（AJINOMOTO）を各々1%
添加したアミノ酸強化（Glu/Gln）飼料を作製し、また、同飼料と等N量になるよう 1.825% 
アラニン（Ala）を添加した対照飼料（iso-nitrogenous control）を作製した。暑熱感作開
始と同時に対照飼料あるいは Glu/Gln 飼料をニワトリに給与し、また適温区のニワトリ
ヘは対照飼料を給与した。暑熱感作後 0.5、3 および 6 日後において、浅胸筋および血
漿を採取した。その後、筋 Atrogin-1 遺伝子発現量、筋 MDA 含量、Akt および FoxO1 の
リン酸化割合ならびに血中インスリン濃度を調べた（実験手法の詳細は第二章第一節と
第三章に記載）。 
 
骨格筋 GSH含量の測定 
 骨格筋における GSH 含量は市販 Assay kit（Cayman、 #703002）を用いた。実験操作
はキット付属のマニュアルに準じた。GSH には還元型 GSH と酸化型 GSH（グルタチオ
ンジスルフィド：GSSG）の 2 つ存在するため、本測定では、GSH と GSSG およびその
総量の Total-GSH 含量を測定した。実際の測定で得られる定量値は、Total-GSH 含量と
GSSG 含量であるため、GSH 含量は以下の計算式を用いて算出した。 
GSH 含量 = Total-GSH 含量 – （2 × GSSG 含量 ） 
 
統計解析 
全ての測定結果は 8-9 の個々のサンプルの平均値±標準誤差で表す。全ての区の比較
では Tukey-Kramer 多重比較検定を用いて統計解析を行った。また、いずれの統計解析
においても有意差の閾値は 0.05 未満とした。 
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【 結 果 】 
グルタミン・グルタミン酸添加が暑熱時の飼養成績に与える影響 
 表 4.1.に暑熱 6日後における飼養成績を示す。終体重、増体量、累計飼料摂取量は、
暑熱区において対照区と比較して有意に低下したが、Glu/Gln 添加によりこの低下が回
復することはなかった。体温は暑熱感作により、有意に増加し、ここでも Glu/Gln の添
加の効果は認められなかった。しかし、浅胸筋重量（片側）は暑熱感作により低下する
様相が見られたが、Glu/Gln の添加により回復する傾向が見られた。同様の傾向が浅胸
筋重量割合でも認められたが、この Glu/Gln の効果は肝臓では認められなかった。すな
わち、肝臓重量および肝臓重量割合は暑熱感作により、有意に低下したが、この低下に
対して Glu/Gln は抑制効果を示さなかった。 
 
表 4.1. 暑熱感作 6日後における飼養成績 
 対照区 暑熱区 暑熱＋Glu/Gln 
終体重 （g） 1274 ± 79 1023 ± 111 1067 ±50 
増体量 （g） 407 ± 30 a 210 ± 72 b 190 ± 45 b 
累計飼料摂取量 （g） 599 ± 32 a 438 ± 76 b 398 ± 26 b 
飼料効率 （%） 70.8 ± 1.3 a 51.4 ± 5.6 b 53.2 ± 7.4 ab 
体温 （℃） 41.2 ± 0.1 b 42.4 ± 0.3 a 42.6 ± 0.1 a 
浅胸筋重量 （g） 92.4 ± 9.8 65.5 ± 8.7 76.5 ± 5.9 
浅胸筋割合 （%） 7.1 ± 0.4 6.4 ± 0.3 7.1 ± 0.3 
肝臓重量 （g） 30.4 ± 2.0 a 19.3 ± 2.3 b 20.3 ± 1.1 b 
肝臓割合 （%） 2.41 ± 0.15 a 1.90 ± 0.11 b 1.93 ± 0.13 b 
 
Means ± SE, n = 8-9. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
 
 
 
 
 
- 52 - 
 
グルタミン・グルタミン酸による暑熱時の筋タンパク質分解抑制効果 
続いて、Glu/Gln 添加の暑熱時の筋タンパク質分解経路におよぼす影響を調べた。本
試験では、これまで変化が認められている、暑熱 0.5 日後における筋 Atrogin-1 発現、お
よび暑熱 3日後における血中 3-メチルヒスチジン濃度の増加に対する Glu/Gln の効果に
着目した。その結果、対照飼料を給与したニワトリにおいて、暑熱 0.5 日後における筋
Atrogin-1 遺伝子発現量および暑熱 3 日後における血中 3-メチルヒスチジン濃度はいず
れも、第二章第一節と同様に適温区のそれと比べて有意に増加した（図 4.1AおよびB）。
一方、Glu/Gln 添加区では、これらの増加は認められなかったことから、Gln/Glu 給与に
よって暑熱時のタンパク質分解亢進が抑制されることが示された。 
 
 
図 4.1.グルタミンおよびグルタミン酸同時給与による 
暑熱時の筋タンパク質分解抑制効果 
A）筋 Atrogin-1 遺伝子発現量、B）血中 3-メチルヒスチジン濃度 
Means ± SE, n = 7-9. abP < 0.05; different letters are statically different. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 53 - 
 
グルタミン・グルタミン酸による暑熱初期段階における酸化ストレス抑制作用 
また、Gln/Glu の作用点を調べるため、Atrogin-1 発現増加抑制が確認された暑熱 0.5
日後における、酸化ストレスに関連する因子を調べた。まず、酸化ストレスマーカーと
して脂質過酸化の指標である MDA 含量を調べた結果、暑熱感作により浅胸筋の MDA
含量が有意に増加した一方で、この増加はGlu/Gln添加区で認められなかった（図4.2A）。
さらに、骨格筋における還元型 GSH、酸化型 GSH（GSSG）、およびこれらの総量（総
GSH 含量）を調べた結果、総 GSH 含量および還元型 GSH 含量に対して暑熱感作およ
びアミノ酸給与による影響は認められなかった。一方、GSSG 含量は暑熱感作により有
意に増加したが、この増加は Glu/Gln 添加区で認められなかった。これらの結果より、
Glu/Gln 添加により暑熱時の Atrogin-1 発現および筋タンパク質分解が抑制され、これに
は GSH 酸化還元状態の改善にともなう酸化ストレス（mitROS 産生）制御が関与してい
ると考えられる。 
 
 
図 4.2.暑熱時のグルタミン・グルタミン酸給与による酸化ストレス抑制作用 
A）筋 MDA 含量、B）筋総 GSH 含量、C）筋 GSH 含量、D）筋 GSSG 含量 
Means ± SE, n = 7-9. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
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グルタミン・グルタミン酸による暑熱初期段階におけるインスリンシグナル伝
達に与える影響 
つづいて、インスリンおよびそのシグナル伝達因子である Akt および FoxO1 のリン
酸化割合を調べた。まず、暑熱感作により有意に低下した血中インスリン濃度は、
Glu/Gln 添加による影響は認められなかった（図 4.3A）。一方、暑熱感作による Akt の
リン酸化割合の低下（P < 0.05）は Glu/Gln 添加により一部回復することが認められた
（図 4.3B）。また、FoxO1 のリン酸化割合は暑熱感作でわずかに低下し、Glu/Gln 添加
により回復することが認められた（図 4.3C）。 
 
 
図 4.3.暑熱時のグルタミン・グルタミン酸給与による 
インスリンシグナル伝達への影響 
A）血中インスリン濃度、B）筋 Akt リン酸化割合、C）筋 FoxO1 リン酸化割合 
Means ± SE, n = 7-9. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
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【 考 察 】 
 本節では、これまでの研究において、暑熱時の筋タンパク質分解の誘導因子に制御作
用を示すと考えられた、Glu/Gln を用いて暑熱時の筋タンパク質分解の抑制を試みた。
その結果、Glu/Gln の添加は暑熱時の Atrogin-1 mRNA 発現および血中 3-メチルヒスチ
ジン含量の増加を抑制し、さらに浅胸筋重量の低下を抑制する様相が見られた。これら
の結果より、Glu/Gln 添加は暑熱時の筋タンパク質分解の亢進を抑制することが実証さ
れた。さらに、本結果より、これまでの暑熱時の筋タンパク質分解の仮説誘導メカニズ
ムの妥当性が実証されるものであると考えられる。 
 本研究では、Glu/Gln のタンパク質分解抑制作用がどのようにもたらされるのかとい
う問いに解を出すべく、酸化ストレスとインスリンシグナル伝達に関してさらに詳細に
調べた。まず、インスリンシグナル伝達では、Glu/Gln 添加は暑熱時の血中インスリン
濃度の低下には影響を与えなかったが、その下流の Akt および FoxO1 のリン酸化レベ
ルを低下させた。Gln は Akt シグナルに直接的に影響を与えることは多くの研究で示さ
れていることから、本研究における Akt および FoxO1 に対する改善効果は Gln による
ものであると考えられる。また、Gln 以外にも、アルギニン、ロイシン、トリプトファ
ン、フェニルアラニン等も Akt および FoxO1 のリン酸化に影響を与えるアミノ酸とし
て位置づけされるが（Frost et al., 2007; Moro et al., 2016; Wu et al., 2009）、血中のアミノ
酸濃度では、暑熱 3 日後において、骨格筋タンパク質代謝に直接的に影響を与えるアミ
ノ酸に Glu/Gln 添加の効果は認められなかった。したがって、上述の Glu/Gln の Akt お
よび FoxO1 に対する効果は他のアミノ酸ではなく、Gln の直接的な効果であることが考
えられる。 
つづいて、酸化ストレスでは、暑熱 0.5日後における骨格筋MDA含量の増加がGlu/Gln
の添加により抑制され、Glu/Gln 添加は骨格筋の酸化ストレスの亢進を抑制することが
示された。さらに、骨格筋 GSSG 含量は暑熱感作により有意に増加したが、この増加は
Glu/Gln 添加区では認められなかった。これらの結果より、Glu/Gln の添加には、暑熱感
作により過剰産生された ROS により酸化された GSH を還元する作用があると考えら
れ、この効果が MDA 含量の低下と関連する可能性が考えられた。Glu は GSH の合成を
促進させ、その結果 ROS 産生を低下させるとされるが、本研究では、骨格筋総 GSH 含
量に Glu/Gln の効果は認められなかった。GSH は Glu の他にも、システインおよびグリ
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シンを合成に必要とする。本試験の暑熱 3 日後における血中アミノ酸解析では、システ
イン合成に用いられるメチオニンの血中濃度が暑熱感作により有意に低下し、また、こ
のメチオニン濃度の低下は暑熱 0.5日後の骨格筋および血漿中でも確認されていること
から、このメチオニン濃度の低下が GSH 合成を阻害している可能性が考えられる。し
たがって、メチオニン強化飼料と Glu/Gln 添加を組み合わせることで、暑熱環境下のさ
らなる抗酸化効果の強化が可能になることが考えられる。 
 本研究では、Glu/Gln 添加により、骨格筋の重量は暑熱による変化を緩和している様
相が見られたが、この抑制効果は肝臓、増体量や飼料摂取量には認められなかった。こ
れらの結果は、暑熱時のGlu/Gln添加による効果は特に骨格筋に表れることが示された。
しかし、Glu/Gln の添加量を 2 倍に増やしても、飼養成績に何ら効果が認められなかっ
たことから（付録、表 S6）、さらなる暑熱ストレスの制御のためには、Glu/Gln と他の
機能性資材の組み合わせを試験する必要性があると考えられる。 
 したがって、本試験より、暑熱時のニワトリに対する Glu/Gln の同時添加は筋タンパ
ク質分解の亢進を抑制することが実証された。さらに、その効果は、Glu/Gln 添加によ
る酸化還元状態の改善による抗酸化効果の強化と Akt および FoxO1 の脱リン酸化の改
善によってもたらされることが示された。 
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第五章 総 合 考 察 
 
本研究は、暑熱時の産肉量低下をもたらす一因と考えられた筋タンパク質分解亢進の
誘導メカニズムの一端を明らかにし、さらに同分解をアミノ酸を用いて制御した（図
5.1）。すなわち、暑熱時の筋タンパク質分解亢進は血中インスリン濃度の低下による筋
Akt/FoxO1 脱リン酸化ならびに mitROS が、ユビキチン転移酵素 Atrogin-1 の発現を増加
させ、ユビキチンプロテアソーム系のタンパク質分解が活性化することにより引き起こ
されることを明らかにした（第二章および第三章）。さらに、このような暑熱時の筋タ
ンパク質分解の仮説誘導メカニズムを基にして、その制御を試みた結果、暑熱ニワトリ
への Gln および Glu の給与による、抗酸化能の向上および Akt シグナルの脱リン酸化の
抑制を介して、Atrogin-1 発現および筋タンパク質分解が抑制されることが実証された
（第四章）。 
 
 
図 5.1. 暑熱時の筋タンパク質分解の誘導メカニズム 
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暑熱時のコルチコステロン過剰産生の生理的役割 
これまでの暑熱研究では、筋タンパク質分解の亢進と CORT の分泌増加が同時に起
こること（Yunianto et al., 1997）から、同分解は CORT によってもたらされると考えら
れてきた。しかし、この仮説を裏付ける実験的証拠はなく、また、筋タンパク質分解の
多様な制御機構を考え合わせると、暑熱時の筋タンパク質分解の誘導メカニズムをもう
一度精査する必要があった。本研究により、暑熱時のニワトリでは、CORT の血中濃度
と筋 Atrogin-1 mRNA 発現量の増加が同時に確認されたが（第二章第一節）、ニワトリ
培養筋細胞に生理的濃度に近い低濃度の CORT を添加しても、Atrogin-1 発現および細
胞タンパク質量に変化は認められず（第二章第三節）、暑熱時の CORT の分泌増加と筋
タンパク質分解に関連性がない可能性を初めて示した。 
本研究では、エネルギー代謝に関して上述の培養細胞を用いて調べ、暑熱時に分泌増
加する CORT の生理的役割の解明を試みた。哺乳類の研究では、CORT はタンパク質分
解だけでなく、グルコース酸化や脂肪酸酸化に影響を与えるホルモンである。実際に、
本試験では高温培養時のニワトリ筋細胞への CORT 添加が基質酸化に与える影響を調
べた。まず、脂肪酸酸化への影響を調べるため、CPT1 および CD36 の mRNA 発現量を
調べたが、CORT 添加による影響は認められず（付録、図 S5）、脂肪酸酸化にも効果を
持たないことが示された。次に、グルコース酸化への影響を調べるため、グルコースト
ランスポーターである GLUT1 やピルビン酸酸化を負に制御するピルビン酸脱水素酵素
キナーゼ 4（PDK4）の mRNA 発現量を調べた。その結果、GLUT1mRNA 発現量は CORT
添加により有意に低下し、PDK4 の遺伝子発現量は有意に増加した（付録、図 S5）。こ
れらの結果よりから、ニワトリにおける CORT はグルコースの細胞内取り込みを低下
させ、またピルビン酸酸化を負に調節する役割がある可能性が考えられる。この可能性
を支持するように、GC-MS によるメタボローム解析でも、高温培養時の CORT の添加
により、細胞内の TCA サイクルの中間代謝物濃度が低下し、またピルビン酸から合成
されるアラニンの細胞内および培地内濃度が増加していた（付録、表 S1）。以上の結果
より、暑熱時のニワトリにおける CORT の過剰産生は筋タンパク質分解ではなく、グル
コース酸化を低下させる役割があることが考えられた。 
 
 
 
- 59 - 
 
ミトコンドリア活性酸素が筋タンパク質分解を誘導するメカニズム 
本研究では、暑熱時のニワトリにおいて mitROS 過剰産生と筋 Atrogin-1 mRNA 発現
増加が確認され、さらにニワトリ培養筋細胞において、高温培養による mitROS 過剰産
生が Atrogin-1 発現増加に起因するユビキチンプロテアソーム系のタンパク質分解を引
き起こしていることが実証された。以上の結果より、mitROS は暑熱時の筋タンパク質
分解を誘導する因子の一つであることが示された。しかしながら、ミトコンドリア O2・
－が Atrogin-1 の発現増加を誘導するメカニズムについては未だ不明である。本研究で
は、哺乳類などで Arogin-1 の転写調節因子として多く報告されている（Bodine and Baehr, 
2014; Sandri, 2015）FoxO3 の遺伝子発現量を調べたが、高温培養時のニワトリ筋細胞で
は変化が見られなかった。また、FoxO の核外移行を引き起こすプロテインキナーゼ（Akt）
のタンパク質量そのリン酸化タンパク質量を測定したが、両タンパク質量は低下せずむ
しろ有意に増加しており（付録 図 S4）、FoxO3 が翻訳後修飾により核内移行し、Atrogin-
1 の発現増加に関与した可能性も考えにくい。これらの結果より、Atrogin-1 の発現増加
を調節する転写因子は FoxO3 ではなく、他に存在する可能性が考えられる。McClung ら
（2010）は、mitogen-activated protein kinase（MAPK）の一つである p38 が H2O2添加誘
導性の Atrogin-1 の遺伝子発現量の増加において重要な役割を果たすことを報告してい
る。他方で、異なる MAPK である c-jun-N-terminal kinase（JNK）も酸化ストレスにより
活性化することも報告されていることより、ミトコンドリア O2・－と Atrogin-1 の間には
MAPK ファミリーの活性化が関与しているという仮説が考えられるが、この仮説を実
証していくには更なる実験が必要である。本実験における高温培養モデルはこれまでの
外因性 ROS とタンパク質分解との関連性に関する報告（Li et al., 2003; Nakashima et al., 
2004a）とは異なり、内因性 ROS がタンパク質分解を誘導するメカニズムを解明するこ
とができるため、ニワトリに留まらず哺乳類の知見にも影響を与える可能性もあり、検
証する意義は大きいと考えられる。 
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骨格筋のミトコンドリア活性酸素の過剰産生が引き起こされるメカニズム 
本研究では、mitROS の過剰産生は高温培養 1 時間という非常に短期間の培養時間で
誘導された。このことより、高温時の mitROS 過剰産生はミトコンドリア内の何らかの
タンパク質を転写・翻訳した後に表れるものではなく、温度上昇を感知する筋細胞内の
何らかの熱センサーが関与していると考えられる。過去の研究において、暑熱ニワトリ
のmitROS過剰産生はミトコンドリア内の基質酸化の増加と脱共役反応の低下による膜
電位の増加によってもたらされることが示されている。暑熱 0.5 日後のニワトリでは、
脱共役タンパク質に一つである Avian Uncoupling Protein （AvUCP）の mRNA 量は暑熱
感作により有意に増加しており（付録、図 S2A）、本暑熱モデルでは暑熱時の mitROS
過剰産生に脱共役反応の低下は関与していない可能性が考えられる。また、暑熱 0.5 日
後のメタボローム解析の結果、骨格筋の TCA 関連代謝物の濃度に暑熱による影響は認
められなかったことから、暑熱時の骨格筋ではミトコンドリア内の基質量も維持されて
いる。したがって、暑熱時の骨格筋 mitROS の過剰産生はミトコンドリア内の基質酸化
に関わる酵素が関与していることが考えられる。このように、ニワトリ骨格筋における
熱感知センサーは少なくとも一つはミトコンドリア内に存在する可能性が考えられ、こ
の点は今後の研究に期待したい。 
 
暑熱時の筋タンパク質分解による他の代謝・生理的反応への影響 
 本研究では、暑熱時の筋タンパク質分解が産肉量低下を直接的に引き起こす要因とし
て研究展開した。その一方で、同分解が他の代謝・生理的反応に影響を与える可能性も
捨てがたい。本研究の中核を為す、ユビキチン転移酵素 Atrogin-1 は、タンパク質合成
の転写促進に関わる Eukaryotic initiation factor 3f （Lagirand-Cantaloube et al., 2008）やカ
ルシウム依存性カリウムチャネル（Ling et al., 2019）をユビキチン化することが哺乳類
を用いた研究で報告されている。暑熱環境下の肉用鶏では、骨格筋タンパク質合成が低
下することや血中カリウム濃度が増加することから（Borges et al., 2004; Yunianto et al., 
1997）、暑熱時の筋タンパク質分解がこれら反応を引き起こしている可能性も考えられ
る。ニワトリにおける Atrogin-1 のアミノ酸配列はラットやマウスのそれと非常に類似
している（vs ラット 90%、vs マウス 91%）。したがって、ニワトリの Atrogin-1 が認
識するタンパク質も哺乳類のそれと類似している可能性が推察され、暑熱時の骨格筋タ
ンパク質分解が他の生理的反応を説明する上で重要な鍵となる可能性も秘めている。 
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今後の暑熱ストレス制御法の展望 
本研究では、Glu および Gln を飼料に同時添加することで暑熱時の筋タンパク質分解
を制御できることを見出した。腸管機能改善に焦点を当てた Glu/Gln による暑熱ストレ
ス制御はこれまでに報告はあるが、これらのアミノ酸が骨格筋インスリンシグナル伝達
の適正化をもたらし暑熱時の筋タンパク質分解に抑制効果があることを示したのは本
研究が初めてである。また、これまでの家禽産業では、メチオニンの多給による抗酸化
力の付加は広く普及しているが、本研究はその抗酸化力の付加だけでなく、インスリン
シグナル伝達の適正化も暑熱ストレス制御に必要であることを示した。それに加えて、
本研究では、Glu/Gln という非必須アミノ酸の暑熱ストレス制御における重要性も示し
た。実際に、暑熱環境下の血漿中アミノ酸濃度を見てみると、確かにメチオニンや分岐
鎖アミノ酸といった必須アミノ酸濃度も低下するが、Gln や Ala のような非必須アミノ
酸の濃度の低下度合の方が大きいことから（付録、表 S3、S4、S7 および S8）、暑熱時
には非必須アミノ酸の合成能が低下していることが推察される。したがって、暑熱スト
レスの制御という観点では、必須アミノ酸だけでなく、非必須アミノ酸にも焦点を当て
て研究を行う必要があることが考えられる。 
本研究では、Glu/Gln による効果は骨格筋重量には一部反映されていた一方で、肝臓、
増体量および飼料摂取量などには効果が認められなかった。これらの結果より、Glu/Gln
の効果は特に骨格筋で現れるものであり、暑熱ストレスを包括的に制御していくために
は、他の機能性資材との組み合わせが必要になると考えられる。上述のメチオニンや、
抗酸化ペプチドであるカルノシンおよびアンセリンを構成するβアラニンとの同時給
与などが有効と考えられる。また、本研究では、ニワトリ特異的な Gln 代謝を考慮して、
暑熱ニワトリへの Glu/Gln の同時添加を行ったが、本当に両者のアミノ酸が必要なのか
否かに関しては議論の余地が残る。 
暑熱ストレスの応用的な制御を考えた場合、飼料にかかる費用は常に念頭に置かなけ
ればならない。特にニワトリでは 1 羽あたりの儲けが他の畜産動物と比べて著しく低い
ため、飼料コストが農家売り上げに直結する。その観点で考えると、本研究が用いた 1 % 
Glu および 1 % Gln は実際の畜産現場に応用するにはコスト面で難しいと考えられる。
したがって、上述の Glu および Gln の必要性の精査や比較的安価なメチオニンとの組み
合わせ等は今後の実用研究として非常に重要な位置づけになると考えられる。 
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おわりに 
 本研究は、暑熱時の産肉量低下の一因と考えられた筋タンパク質分解の誘導因子の推
定を行い、さらにその制御を行った。このような暑熱時の筋タンパク質分解の誘導メカ
ニズムを追究した研究は世界中でほとんど存在せず、本研究は家禽のタンパク質代謝に
対する理解を深めるだけでなく、今後の地球温暖化による家禽産肉量低下を極小化する
畜産物生産システムを構築する上での基盤となることも期待される。
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図 S1 暑熱感作時の増体量（A）、飼料摂取量（B）、体温（C）および 
浅胸筋重量（D）の経時的変化 
Means ± SE、n = 5-7、*P <0.05 vs 各日数における対照区  
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図 S2 暑熱感作時の avUCP（A）、Mn-SOD（B）、HIF-1α（C）および 
NRF1（D）の mRNA発現量 
Means ± SE、n = 5-7、*P <0.05 vs 各日数における対照区  
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図 S3. 暑熱感作時の血漿中 T3濃度の経時的変化 
Means ± SE、n = 5-7、*P <0.05 vs 各日数における対照区  
0
10
20
30
40
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
0
0.5
1
1.5
2
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
暑熱感作日数（日）
暑熱感作日数（日）
*
**
*
血
漿
コ
ル
チ
コ
ス
テ
ロ
ン
濃
度
(n
g
/m
l)
血
漿
T
3
濃
度
(n
g
/m
l)
A
B
○：対照区 ●：暑熱区
- 73 - 
 
図 S4 ニワトリ筋細胞を 1時間高温培養した際の 
Total-Akt（A）および Phospho-Akt（B）のタンパク質発現量 
Means ± SE、n = 6、*P <0.05 vs 対照区 
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図 S5. ニワトリ初代培養筋細胞を高温培養（HT）および CORT処理した際の  
グルコースおよび脂肪酸酸化関連因子の遺伝子発現量 
Means ± SE, n = 6. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
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図 S6. ニワトリ初代培養筋細胞を高温培養（HT）および CORT処理した際の 
代謝物濃度の主成分解析 
A）培養細胞における変化、B）培養培地における変化 
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表 S1. ニワトリ培養筋細胞への高温培養（HT）および CORT処理時の               
グルコース酸化関連代謝物およびアミノ酸濃度 
 
Metabolites 
Muscle cells Culture medium 
Normal HT HT + CORT Normal HT HT + CORT 
Glucose oxidation-related metabolite 
Glucose ND ND ND 0.92 ± 0.02 0.87 ± 0.06 0.87 ± 0.04 
Pyruvate 1.00 ± 0.06 1.04 ± 0.15 1.02 ± 0.10 ND ND ND 
Lactate 1.00 ± 0.06 0.98 ± 0.11 0.78 ± 0.04 5.83 ± 0.09 b 6.70 ± 0.36 a 6.42 ± 0.16 ab 
Fumarate 1.00 ± 0.07 0.90 ± 0.05 0.87 ± 0.04 ND ND ND 
Citrate 1.00 ± 0.06 a 1.08 ± 0.05 a 0.79 ± 0.02 b ND ND ND 
Malate 1.00 ± 0.03 0.79 ± 0.14 0.90 ± 0.03 ND ND ND 
α-Ketoglutarate 1.00 ± 0.10 a 1.12 ± 0.10 a 0.78 ± 0.04 b ND ND ND 
       
Amino acid concentrations 
Alanine 1.00 ± 0.07 b 1.06 ± 0.11 b 1.45 ± 0.08 a 0.77 ± 0.15 b 0.85 ± 0.13 b 1.34 ± 0.15 a 
Aspartate 1.00 ± 0.06 0.96 ± 0.12 1.20 ± 0.10 0.83 ± 0.13 ab 0.62 ± 0.07 b 0.98 ± 0.08 a 
Glutamate 1.00 ± 0.05 a 1.07 ± 0.11 a 0.71 ± 0.04 b 1.66 ± 0.21 1.64 ± 0.16 1.90 ± 0.07 
Glutamine 1.00 ± 0.13 ab 1.16 ± 0.24 a 0.63 ± 0.08 b 1.66 ± 0.34 1.82 ± 0.09 1.98 ± 0.08 
Glycine 1.00 ± 0.07 b 1.01 ± 0.09 b 1.46 ± 0.06 a 1.05 ± 0.05 1.06 ± 0.03 1.12 ± 0.03 
Leucine 1.00 ± 0.07 1.09 ± 0.20 0.78 ± 0.07 0.65 ± 0.11 0.55 ± 0.10 0.86 ± 0.13 
Isoleucine 1.00 ± 0.10 1.02 ± 0.16 0.79 ± 0.15 0.69 ± 0.10 b 0.60 ± 0.09 b 0.88 ± 0.11 a 
Valine 1.00 ± 0.10 1.04 ± 0.17 0.68 ± 0.08 0.69 ± 0.11 0.57 ± 0.10 0.84 ± 0.11 
Methionine 1.00 ± 0.12 1.17 ± 0.22 0.81 ± 0.14 0.92 ± 0.14 b 0.83 ± 0.07 b 1.21 ± 0.03 a 
Serine 1.00 ± 0.08 0.76 ± 0.27 1.30 ± 0.24 0.73 ± 0.12 b 0.68 ± 0.13 b 1.01 ± 0.12 a 
Lysine 1.00 ± 0.07 1.18 ± 0.22 0.84 ± 0.07 0.65 ± 0.08 1.02 ± 0.03 1.09 ± 0.02 
Phenylalanine 1.00 ± 0.08 1.10 ± 0.19 0.77 ± 0.08 0.84 ± 0.11 0.73 ± 0.07 0.99 ± 0.04 
Proline 1.00 ± 0.07 a 0.84 ± 0.09 ab 0.67 ± 0.14 b 0.66 ± 0.20 0.68 ± 0.14 1.08 ± 0.18 
Threonine 1.00 ± 0.17 1.26 ± 0.27 0.88 ± 0.19 0.74 ± 0.12 b 0.69 ± 0.10 b 1.02 ± 0.10 a 
Tyrosine 1.00 ± 0.07 1.20 ± 0.18 0.84 ± 0.06 1.00 ± 0.08 0.92 ± 0.09 1.08 ± 0.01 
 
 
Means ± SE, n = 6. abP < 0.05; different letters are statistically different. ND means “not detectable.”  
- 77 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 S2. 暑熱感作 0.5日後の Glu/Gln同時添加による飼養成績への影響 
 
Means ± SE, n = 7-9. abP < 0.05; different letters are statistically different.  
 Control Heat Heat + 1% Glu/Gln 
体重 （g） 866 ± 47 853 ± 47 847 ± 41 
増体量 （g） 26.9 ± 6.1 a 2.78 ± 5.25 b 5.33 ± 6.69 b 
飼料摂取量 （g） 51.7 ± 3.4 37.5 ± 3.4 41.4 ± 5.7 
体温 （℃） 41.1 ± 0.1 a 42.8 ± 0.2 b 42.6 ± 0.1 b 
浅胸筋重量 （g） 54.6 ± 4.5 52.3 ± 4.6 54.2 ± 4.3 
浅胸筋重量割合 （%） 6.24 ± 0.25 6.06 ± 0.25 6.34 ± 0.25 
肝臓重量 （g） 23.0 ± 1.3 21.1 ± 1.0 19.4 ± 0.9 
肝臓重量割合 （%） 2.66 ± 0.09 a 2.41 ± 0.08 ab 2.30 ± 0.09 b 
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表 S3. 暑熱感作 3日後の Glu/Gln同時添加による血中アミノ酸濃度への影響 
 
Means ± SE, n = 7-9. abcP < 0.05; different letters are statistically different.  
（nmol/ml plasma） Control Heat Heat + 1% Glu/Gln 
1-MeHis 6.98 ± 1.00 14.07 ± 3.50 8.87 ± 0.80 
Carnosine 53.1 ± 8.5 a 25.1 ± 5.3 b 31.1 ± 6.0 ab 
Anserine 44.4 ± 8.7 26.6 ± 4.2 30.1 ± 7.1 
His 97.8 ± 10.4 76.7 ± 11.1 69.5 ± 5.4 
Val 223 ± 7 a 181 ± 14 b 174 ± 13 b 
Ile 108 ± 4 95 ± 8 87 ± 6 
Leu 199 ± 5 a 156 ± 12 b 151 ± 8 b 
Lys 274 ± 28 298 ± 55 241 ± 33 
Met 90.9 ± 4.8 a 74.1 ±4.6 b  67.5 ± 4.0 b 
Phe 126 ± 7 a 116 ± 5 a 104 ± 3 b 
Thr 427 ± 41 327 ± 45 313 ± 24 
Asp 30.1 ± 3.9 34.8 ± 6.5 27.3 ± 3.4 
Asn 264 ± 13 a 170 ± 29 b 186 ± 25 ab 
Glu 117 ± 14 100 ± 6 98 ± 7 
Gln 1265 ± 41 a 851 ± 84 c 1025 ± 52 b 
Ser 525 ± 26 436 ± 45 458 ± 29 
Pro 359 ± 11 298 ± 27 315 ± 25 
Gly 580 ± 23 534 ± 48 559 ± 37 
Ala 1020 ± 61 a 621 ± 79 b 561 ± 51 b 
β-Ala 30.8 ± 3.9 29.1 ± 5.1 27.1 ± 3.0 
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表 S4. 暑熱感作 6日後の Glu/Gln同時添加による血中アミノ酸濃度への影響 
 
Means ± SE, n = 7-9. abcP < 0.05; different letters are statistically different.  
（nmol/ml plasma） Control Heat Heat + 1% Glu/Gln 
3-MeHis 14.0 ± 3.3 25.4 ± 10.3 13.2 ± 2.0 
Carnosine 30.7 ± 4.9  27.6 ± 4.4 28.9 ± 5.7 
Anserine 34.2 ± 6.4 36.7 ± 5.8 30.0 ± 4.0 
His 98.7 ± 12.3 74.6 ± 10.4 66.8 ± 6.3 
Val 230 ± 14 a 182 ± 14 b 164 ± 7 b 
Ile 123 ± 8 a 95 ± 7 b 81 ± 5 b 
Leu 204 ± 10 a 154 ± 12 b 141 ± 9 b 
Lys 328 ± 33 a 192 ± 10 b 224 ± 12 b 
Met 89.2 ± 7.6 76.4 ± 5.9 66.6 ± 5.8 
Phe 136 ± 9 129 ± 8 121 ± 5 
Thr 481 ± 45 a 340 ± 40 b 306 ± 23 b 
Asp 34.4 ± 5.4 37.8 ± 2.5 28.8 ± 2.9 
Asn 254 ± 13 a 173 ± 28 b 163 ± 18 b 
Glu 110 ± 9 113 ± 28 112 ± 11 
Gln 1208 ± 66 a 895 ± 87 b 881 ± 94 b 
Ser 598 ± 30 a 483 ± 52 b 465 ± 41 b 
Pro 377 ± 26 335 ± 42  320 ± 20 
Gly 642 ± 40 649 ± 67 585 ± 30 
Ala 986 ± 65 a 672 ± 89 b 571 ± 64 b 
β-Ala 37.8 ± 6.3 35.7 ± 5.7 34.2 ± 6.2 
- 80 - 
 
 
 
表 S5. 濃度の異なる Glu/Gln添加が暑熱 0.5日後の飼養成績に与える影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Means ± SE, n = 7-9. abP < 0.05; different letters are statistically different.  
 Control Heat 
Heat +      
1% Glu/Gln 
Heat +      
2% Glu/Gln 
体重 （g） 982 ± 28 965 ±32 959 ± 30 965 ± 31 
増体量 （g） 44.8 ± 3.0 23.4 ± 6.7 22.3 ± 9.1 24.8 ± 7.7 
飼料摂取量 （g） 54.9 ± 3.6 42.5 ± 2.4 50.2 ± 3.3 48.0 ± 2.1 
体温 （℃） 41.8 ± 0.1 b 42.9 ± 0.3 a 43.0 ± 0.1 a 42.7 ± 0.2 a 
浅胸筋重量 （g） 66.0 ± 3.2 62.3 ± 3.4 61.5 ± 3.4 62.5 ± 3.5 
浅胸筋重量割合 （%） 6.71 ± 0.21 6.43 ± 0.18 6.39 ± 0.17 6.47 ± 0.22 
肝臓重量 （g） 25.2 ± 0.7 a 20.8 ± 1.1 b 23.4 ± 1.1 ab 21.6 ± 0.8 ab 
肝臓重量割合 （%） 2.51 ± 0.12 a 2.16 ± 0.09 b 2.43 ± 0.07 ab 2.25 ± 0.06 ab 
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表 S6. 濃度の異なる Glu/Gln添加が暑熱 6日後の飼養成績に与える影響 
 Control Heat 
Heat +    
1% Glu/Gln 
Heat +    
2% Glu/Gln 
体重 （g） 1442 ± 47 1213 ± 71 1266 ± 39 1232 ± 56 
増体量 （g） 505 ± 21 a 299 ± 44 b 323 ± 25 b 300 ± 39 b 
飼料摂取量 （g） 731 ± 28 a 556 ± 50 b 516 ± 26 b 544 ± 17 b 
飼料効率 （%） 69.2 ± 1.8 a 52.6 ± 3.7 b 62.9 ± 4.3 ab 54.6 ± 5.9 ab 
体温（℃） 41.6 ± 0.1 b 42.6 ± 0.1 a 42.4 ± 0.2 a 42.4 ± 0.1 a 
浅胸筋重量 （g） 100.8 ± 5.9 82.8 ± 7.1 95.4 ± 4.3 90.7 ± 7.7 
浅胸筋重量割合（%） 6.97 ± 0.23 6.78 ± 0.20 7.53 ± 0.21 7.31 ± 0.37 
肝臓重量 （g） 31.7 ± 1.4 a 24.2 ± 1.2 b 22.0 ± 1.6 b 22.3 ± 1.4 b 
肝臓重量割合 （%） 2.21 ± 0.13 a 2.02 ± 0.14 ab 1.73 ± 0.08 b 1.81 ± 0.10 b 
Means ± SE, n = 7-9. abP < 0.05; different letters are statistically different.
- 82 - 
 
図 S6. 異なる濃度の Glu/Gln添加が暑熱 0.5日後の MDA含量に与える影響 
Means ± SE, n = 7-9. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
 
図 S7. 異なる濃度の Glu/Gln添加が暑熱 6日後に MDA含量に与える影響 
Means ± SE, n = 7-9. abP < 0.05; different letters are statistically different. 
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表 S7. 暑熱環境下のニワトリ骨格筋における遊離アミノ酸濃度の経時的変化 
Metabolite name Treatment Day 0 Day 0.5 Day 1 Day 3 Day 5 
P Value 
HS Time HS × Time 
Arginine TN 0.27 ± 0.02 0.42 ± 0.05 0.43 ± 0.07 0.26 ± 0.04 0.25 ± 0.04 
0.071 0.438 0.425 
 HS - 0.36 ± 0.05 0.43 ± 0.05 0.33 ± 0.06 0.36 ± 0.05 
Glutamate TN 2.05 ± 0.34 1.86 ± 0.23 2.30 ± 0.56 1.52 ± 0.10 1.62 ± 0.26 
0.343 0.601 0.326 
 HS - 1.82 ± 0.25 1.49 ± 0.18 1.74 ± 0.33 1.46 ± 0.11 
Glutamine TN 2.08 ± 0.30 1.80 ± 0.31 2.36 ± 0.29 1.89 ± 0.11 1.36 ± 0.15 
0.000 0.034 0.039 
 HS - 1.47 ± 0.27 1.12 ± 0.17* 0.67 ± 0.13* 1.01 ± 0.11 
Proline TN 1.19 ± 0.22 1.13 ± 0.16 1.39 ± 0.24 0.81 ± 0.13 0.91 ± 0.16 
0.210 0.337 0.460 
 HS - 1.00 ± 0.19 0.90 ± 0.15 0.88 ± 0.14 0.82 ± 0.16 
Hydroxyproline TN 0.48 ± 0.05 0.62 ± 0.05 0.52 ± 0.06 0.33 ± 0.07 0.31 ± 0.05 
0.001 0.000 0.180 
 HS - 0.39 ± 0.04* 0.38 ± 0.03 0.29 ± 0.06 0.25 ± 0.03 
Alanine TN 2.39 ± 0.20 2.59 ± 0.29 2.72 ± 0.31 1.92 ± 0.16 1.84 ± 0.19 
0.000 0.001 0.321 
 HS - 1.90 ± 0.21 1.49 ± 0.11* 1.17 ± 0.13* 1.32 ± 0.11* 
Glycine TN 1.56 ± 0.25 1.81 ± 0.41 3.29 ± 0.69 1.47 ± 0.17 2.17 ± 0.40 
0.275 0.000 0.380 
 HS - 1.84 ± 0.26 3.11 ± 0.35 1.54 ± 0.24 1.13 ± 0.28 
Leucine TN 0.21 ± 0.04 0.20 ± 0.03 0.26 ± 0.04 0.14 ± 0.01 0.18 ± 0.01 
0.001 0.000 0.041 
 HS - 0.21 ± 0.02 0.15 ± 0.02* 0.10 ± 0.01 0.11 ± 0.01* 
Isoleucine TN 0.100 ± 0.016 0.086 ± 0.013 0.118 ± 0.16 0.056 ± 0.005 0.084 ± 0.003 
0.002 0.000 0.029 
 HS - 0.093 ± 0.012 0.062 ± 0.008* 0.042 ± 0.009 0.049 ± 0.008* 
Valine TN 0.22 ± 0.04 0.19 ± 0.02 0.23 ± 0.04 0.14 ± 0.01 0.19 ± 0.01 
0.005 0.006 0.119 
 HS - 0.19 ± 0.02 0.15 ± 0.01 0.12 ± 0.02 0.12 ± 0.01* 
Methionine TN 0.12 ± 0.03 0.13 ± 0.01 0.13 ± 0.02 0.09 ± 0.01 0.12 ± 0.03 
0.000 0.112 0.639 
 HS - 0.07 ± 0.01* 0.07 ± 0.01* 0.06 ± 0.01 0.09 ± 0.01 
Cystathionine TN 0.008 ± 0.001 0.023 ± 0.003 0.022 ± 0.006 0.005 ± 0.002 0.008 ± 0.002 
0.000 0.000 0.013 
 HS - 0.010 ± 0.001* 0.010 ± 0.002 0.007 ± 0.001 0.004 ± 0.001 
          
- 84 - 
 
Metabolite name Treatment Day 0 Day 0.5 Day 1 Day 3 Day 5 
P Value 
HS Time HS × Time 
Serine TN 1.34 ± 0.10 1.37 ± 0.10 1.48 ± 0.15 1.09 ± 0.12 1.09 ± 0.13 
0.540 0.000 0.930 
 HS - 1.36 ± 0.11 1.42 ± 0.10 1.08 ± 0.13 0.95 ± 0.09 
Histidine TN 0.069 ± 0.022 0.063 ± 0.016 0.089 ± 0.032 0.045 ± 0.004 0.041 ± 0.005 
0.087 0.084 0.482 
 HS - 0.050 ± 0.012 0.050 ± 0.004 0.042 ± 0.003 0.034 ± 0.002 
1-methylhistidine TN 0.024 ± 0.006 0.016 ± 0.003 0.046 ± 0.008 0.026 ± 0.001 0.028 ± 0.002 
0.471 0.001 0.046 
 HS - 0.021 ± 0.007 0.032 ± 0.002 0.040 ± 0.002* 0.032 ± 0.002 
β-alanine TN 0.93 ± 0.26 0.98 ± 0.24 1.10 ± 0.39 0.85 ± 0.19 0.99 ± 0.09 
0.619 0.552 0.747 
 HS - 0.93 ± 0.12 1.01 ± 0.26 0.95 ± 0.20 1.39 ± 0.30 
Aspartate TN 1.11 ± 0.17 1.13 ± 0.14 1.09 ± 0.17 0.77 ± 0.06 0.81 ± 0.10 
0.016 0.597 0.045 
 HS - 0.70 ± 0.08* 0.76 ± 0.08 0.88 ± 0.12 0.74 ± 0.03 
Threonine TN 0.58 ± 0.07 0.59 ± 0.08 0.56 ± 0.05 0.47 ± 0.04 0.52 ± 0.03 
0.019 0.000 0.120 
 HS - 0.56 ± 0.04 0.59 ± 0.03 0.37 ± 0.04 0.33 ± 0.03* 
Tyrosine TN 0.39 ± 0.03 0.38 ± 0.06 0.55 ± 0.07 0.35 ± 0.05 0.42 ± 0.05 
0.000 0.001 0.058 
 HS - 0.36 ± 0.05 0.30 ± 0.04* 0.16 ± 0.02* 0.21 ± 0.03* 
Phenylalanine TN 0.18 ± 0.01 0.18 ± 0.01 0.25 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.15 ± 0.01 
0.062 0.000 0.057 
 HS - 0.19 ± 0.01 0.20 ± 0.01* 0.13 ± 0.01 0.13 ± 0.00* 
Tryptophan TN 0.072 ± 0.006 0.064 ± 0.007 0.083 ± 0.004 0.058 ± 0.008 0.072 ± 0.004 
0.016 0.117 0.149 
 HS - 0.066 ± 0.007 0.057 ± 0.009* 0.051 ± 0.004 0.059 ± 0.004* 
 
Values are means ± SE in nmol/mg wet tissue; n = 5-9. *P < 0.05 compared to the thermoneutral (TN) group at each time point. 
※2015 年 8 月に実施した試験における結果  
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表 S8. 暑熱環境下のニワトリにおける血中アミノ酸濃度の経時的変化 
Metabolite name Treatment Day 0 Day 0.5 Day 1 Day 3 Day 5 
P Value 
HS Time HS × Time 
Arginine TN 436.98 ± 49.08 543.80 ± 38.04 463.55 ± 49.28 455.78 ± 37.15 443.38 ± 14.12 
0.269 0.285 0.554 
 HS - 460.71 ± 36.18 474.12 ± 36.62 385.54 ± 45.10 452.48 ± 47.96 
Glutamate TN 139.40 ± 15.39 143.67 ± 6.49 150.90 ± 9.95 153.75 ± 7.67 154.03 ± 8.58 
0.751 0.056 0.021 
 HS - 164.84 ± 6.37* 159.95 ± 6.30 124.47 ± 6.88* 144.13 ± 11.50 
Glutamine TN 921.90 ± 98.04 1000.97 ± 127.89 870.25 ± 150.38 1040.62 ± 77.86 1034.98 ± 77.73 
0.034 0.111 0.248 
 HS - 982.65 ± 39.00 762.84 ± 106.87 
599.97 ± 
129.82* 
919.34 ± 109.00 
Proline TN 327.40 ± 31.67 419.73 ± 24.87 356.72 ± 33.51 321.23 ± 11.85 372.50 ± 16.63 
0.272 0.07 0.623 
 HS - 373.65 ± 31.19 375.42 ± 33.17 306.18 ± 28.70 314.18 ± 35.47 
Hydroxyproline TN 128.97 ± 13.69 173.48 ± 18.64 119.15 ± 5.76 125.75 ± 14.09 142.72 ± 12.99 
0.836 0.001 0.049 
 HS - 181.38 ± 13.61 158.88 ± 11.60* 104.37 ± 5.48 121.88 ± 11.16 
Alanine TN 797.15 ± 78.89 1010.32 ± 94.79 862.05 ± 103.92 801.92 ± 51.50 872.97 ± 52.48 
0.011 0.033 0.580 
 HS - 891.41 ± 56.93 822.02 ± 94.18 510.12 ± 71.75* 749.92 ± 125.82 
Glycine TN 482.58 ± 32.11 639.03 ± 47.82 540.35 ± 35.91 493.00 ± 32.07 601.52 ± 33.33 
0.681 0.092 0.175 
 HS - 597.00 ± 59.76 685.72 ± 60.29* 522.70 ± 34.94 527.27 ± 52.71 
Leucine TN 189.45 ± 22.76 209.77 ± 18.47 205.23 ± 9.64 190.77 ± 11.52 224.13 ± 12.01 
0.001 0.160 0.338 
 HS - 196.11 ± 12.71 179.13 ± 9.19 160.54 ± 10.80 164.83 ± 12.99* 
Isoleucine TN 106.42 ± 13.11 117.55 ± 8.27 115.37 ± 3.56 101.27 ± 7.36 118.12 ± 7.97 
0.002 0.141 0.547 
 HS - 106.03 ± 8.55 99.60 ± 4.62* 89.20 ± 6.02 87.44 ± 8.29* 
Valine TN 215.87 ± 24.91 230.35 ± 14.84 228.82 ± 10.57 209.45 ± 12.23 242.02 ± 14.51 
0.006 0.322 0.533 
 HS - 217.22 ± 17.48 201.63 ± 9.12 187.01 ± 9.84 188.21 ± 15.95* 
Methionine TN 107.15 ± 12.34 124.97 ± 7.15 149.15 ± 24.14 107.32 ± 10.68 92.23 ± 9.31 
0.000 0.085 0.073 
 HS - 84.26 ± 7.17* 95.50 ± 7.33 80.76 ± 6.38 93.50 ± 10.02 
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Metabolite name Treatment Day 0 Day 0.5 Day 1 Day 3 Day 5 
P Value 
HS Time HS × Time 
Cystathionine TN 26.88 ± 2.81 30.33 ± 1.78 27.75 ± 1.82 26.38 ± 1.48 28.85 ± 1.20 
0.000 0.000 0.054 
 HS - 27.74 ± 2.04 25.43 ± 1.53 17.50 ± 1.55* 18.66 ± 1.60* 
Cysteine TN 54.98 ± 6.44 58.33 ± 2.78 53.47 ± 2.98 57.50 ± 2.02 58.62 ± 2.25 
0.279 0.082 0.121 
 HS - 59.60 ± 3.76 56.99 ± 2.83 46.09 ± 2.75* 54.31 ± 3.67 
Serine TN 532.00 ± 58.81 644.85 ± 66.40 494.18 ± 47.82 550.38 ± 16.61 594.60 ± 62.74 
0.188 0.219 0.310 
 HS - 710.81 ± 62.02 717.17 ± 88.72* 545.19 ± 71.09 574.03 ± 62.23 
Taurine TN 362.92 ± 54.31 553.40 ± 65.78 543.08 ± 81.91 450.82 ± 36.93 449.10 ± 48.21 
0.154 0.000 0.150 
 HS - 573.53 ± 75.65 580.48 ± 49.76 232.10 ± 40.78* 349.38 ± 55.44 
Histidine TN 84.22 ± 9.82 101.92 ± 12.34 85.50 ± 12.71 74.83 ± 9.01 65.02 ± 4.61 
0.000 0.133 0.103 
 HS - 65.96 ± 4.13* 64.78 ± 3.76 58.70 ± 5.21 64.58 ± 5.68 
1-methylhistidine TN 9.88 ± 3.90 9.13 ± 1.83 5.30 ± 0.78 8.03 ± 2.40 6.15 ± 1.16 
0.485 0.349 0.114 
 HS - 5.58 ± 0.60 5.86 ± 0.38 7.28 ± 0.62 7.87 ± 1.06 
3-methylhistidine TN 13.68 ± 3.04 18.00 ± 3.69 8.63 ± 0.78 8.68 ± 0.78 9.65 ± 1.02 
0.065 0.757 0.018 
 HS - 12.14 ± 1.79 10.78 ± 0.63 12.40 ± 0.80* 12.90 ± 1.31* 
Aspartate TN 69.70 ± 19.72 46.58 ± 4.70 49.77 ± 7.80 59.77 ± 13.76 45.37 ± 5.67 
0.540 0.781 0.648 
 HS - 50.75 ± 4.43 48.46 ± 5.91 45.86 ± 9.24 43.44 ± 2.51 
Threonine TN 370.93 ± 65.83 395.97 ± 28.98 304.28 ± 28.25 349.47 ± 30.93 405.68 ± 22.61 
0.697 0.100 0.028 
 HS - 405.32 ± 51.40 415.84 ± 31.83* 292.28 ± 29.87 294.49 ± 31.48* 
Tyrosine TN 297.27 ± 45.48 294.92 ± 28.21 311.73 ± 30.09 308.75 ± 35.25 355.65 ± 41.79 
0.000 0.144 0.078 
 HS - 267.79 ± 12.98 221.54 ± 27.41* 161.18 ± 15.89* 207.79 ± 21.45* 
Phenylalanine TN 142.23 ± 17.66 162.10 ± 7.11 156.65 ± 4.93 140.60 ± 4.48 146.70 ± 9.23 
0.090 0.013 0.857 
 HS - 151.12 ± 5.79 151.30 ±6.54 137.92 ± 5.68 134.20 ± 5.17 
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Metabolite name Treatment Day 0 Day 0.5 Day 1 Day 3 Day 5 
P Value 
HS Time HS × Time 
Tryptophan TN 73.48 ± 6.04 84.43 ± 4.56 84.57 ± 0.97 81.88 ± 3.19 87.37 ± 8.43 
0.000 0.757 0.268 
 HS - 77.24 ± 3.76 77.74 ± 1.95* 82.59 ± 3.12 86.78 ± 1.62 
Lysine TN 252.90 ± 22.35 309.73 ± 49.55 258.15 ± 52.38 170.95 ± 26.66 208.02 ± 14.28 
0.292 0.613 0.577 
 HS - 270.06 ± 53.37 288.23 ± 43.46 259.77 ± 29.27* 284.44 ± 72.33 
 
Values are means ± SE in nmol/ml plasma; n = 5-9. *P < 0.05 compared to the thermoneutral (TN) group at each time point. 
※2015 年 8 月に実施した試験における結果 
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